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— Les protéines kinases C (PKC) constituent une famille ubiquitaire de
kinases sérine/thréonine qui joue un rôle primordial dans le contrôle et la régulation de
divers mécanismes cellulaires. Dans les plaquettes, plusieurs isoformes de PKCs sont
exprimées, mais leur implication spécifique dans la régulation de la fonction plaquettaire
demeure inconnue.
Résultats- En utilisant des plaquettes humaines fraîchement isolées à partir de sujets
sains, nous démontrons que la nouvelle isoforme PKOE est essentielle à l’agrégation et
l’activation de l’intégrine ŒIIbP3 plaquettaire induites au collagène, tandis que ces
fonctions plaquettaires à la thrombine requièrent la présence de plusieurs isoformes de
PKCs. Néanmoins, la PKCê semble être impliquée de manière différentielle dans la
signalisation plaquettaire à la thrombine, où elle joue un rôle important dans l’agrégation
C plaquettaire à PAR-1 mais non à PAR-4. L’étude de l’activité enzymatique de la PKOE,
telle que mesurée par sa phosphorylation et sa transiocation vers la membrane plasmique
suite à l’activation au collagène et à la thrombine, nous indique que cette isoforme est
positivement régulée par l’intégrine Œ1Ib3. De plus, la PKOE déclenche l’activation de la
voie signalétique de la MEKJERK, essentielle à l’activation et l’agrégation plaquettaire
au collagène.
Conclusion- Cette étude caractérise le rôle de la PKOE dans la signalisation plaquettaire,
en soulignant son importance dans l’activation et l’agrégation plaquettaire au collagène
et à PAR-1. De plus, nous identifions la présence d’un mécanisme de régulation entre la
PKOE et l’intégrine Œ11b133, jamais décrit auparavent.
Mots clés : PKC, Plaquettes, agrégation, P-sélectine, c11bP3
111
Abstract
In platelets many PKC isoforms are expressed but their relative contribution to platelet
function is stili unknown. Using isolated human platelets, we report that the nove! PKC6
isoform is an essential mediator invo!ved in collagen-induced platelet aggregation and
ce!l activation of integrin aIIbf33, whi!e thrombin utilizes multiple PKC isoforms to
achieve these functions. Interesting!y, PKOE p!ays differential roles in tbrombin-mediated
signa!ing, where it appears to be invo!ved in PARi- but not PAR4-induced p!ate!et
aggregation. Ana!ysis of enzymatic activity, as measured by protein phosphor!y!ation and
transiocation to the cell membrane upon activation by both tbrombin and co!!agen,
indicate that PKOE is positively regu!ated by integrin Œ11bf33. In addition, PKOE triggers
activation of the MEKJERK signa!ing pathway essentia! for collagen-induced p!ate!et
activation and aggregation. This study adds new insights into the ro!e of PKOE in plate!et
signa!ing and ftmction, and revea!s its importance in co!!agen- and PAR-i, but flot PAR
4-induced p!atelet activation and aggregation. In addition, this study revea!s the existence
of a new regu!atory mechanism in p!ate!ets where integrin Œ11bf33 signaling is required to
sustain the activity ofPKC&






Table des matières y
Liste des tableaux vii
Liste des figures viii
Liste des abréviations x
Remerciements xiv
Introduction 1
Chapitre 1 Les plaquettes 4
1.1 Composition et fonction du sang 4
1.2 Origine et structure des plaquettes 6
1.3 Molécules d’adhésion plaquettaire 10
1.3.1 LaGPVI 11
1.3.2 L’intégrineŒ2f3i 13
1.3.3 La GPTb/IX/V 14
Q 1.3.4 L’intégrineu233 161.3.5 LaP-sélectine 1$
1.4 fonction plaquettaire 20
1.4.1 Adhésion plaquettaire à l’endothélium 21
1.4.2 Activation plaquettaire 23
1.4.3 Sécrétion plaquettaire 25
1.4.4 Agrégation plaquettaire 22
1.5 Signalisation plaquettaire 31
1.5.1 LaGPVI 32
1.5.2 L’intégrineŒ2f3i 34
1.5.3 La GPIb/IX/X 35




Chapitre 2: Les Protéines kinases C 46
2.1 Structure et fonction des Protéines kinases C 46
2.2 Activation et régulation des Protéines kinases C 53
2.3 Voies de signalisations dépendantes des Protéines kinases C 62




Problématique et hypothèse 74
Contribution originale 75







Tableau 1.1 : Constituants et fonction du sang
Tableau 1.2 : Principaux constituants des granules plaquettaires
Tableau 2.1: Distribution tissulaire et facteurs d’activation requis pour les PKCs






figure I : Les trois modèles proposés pour la production des plaquettes à partir des
mégacaryocytes
figure 2: Structure du cytosquelette plaquettaire
Figure 3 : Structure de la GPVI
f igure 4: Structure du complexe GPIb/IX!V
Figure 5 : Structure de l’intégrine a11br33
figure 6 : La famille des sélectines
Figure 7 : Molécules d’adhésion impliquées dans l’adhésion, la sécrétion et
l’agrégation plaquettaire
figure $ : Schématisation des principales étapes et des molécules d’adhésion
impliquées dans l’adhésion plaquettaire.
Figure 9 : Mécanismes moléculaires de la sécrétion plaquettaire
Figure 10 : Rôle de l’intégrine ŒIIbÇ33 dans l’adhésion et l’agrégation plaquettaire
Figure 11: Modèle des mécanismes de signalisation déclenchés par l’activation de
GPVI
Figure 12 : Modèle des mécanismes signalétiques déclenchés par le complexe
GPIb/IXN suite à la liaison du VWf
Figure 13 : Cascade signalétique intracellulaire via les PARs
Figure 14: Rôle de PAR1 et PAR4 dans la signalisation plaquettaire à la thrombine
Figure 15 : Mécanismes de la signalisation plaquettaire outside-in de l’intégrine Œ11b133
Figure 16 : Structure des domaines régulateurs et catalytiques des PKCs
Figure 17 t Mécanismes d’action des protéines interagissant avec les PKCs




Figure 19 : Mécanismes signalétiques découlant de l’activation des PKCs







AMPc: Adénosine monophosphate cyclique
AP- I: Protéine activatrice -1
ATP: Adénosine triphosphate
Btk: Tyrosine kinase de Bruton
CR0: Ovaire d’hamster chinois
DAG: Diacylglycérol
EGF: Facteur de croissance épidermal
ERKÏ/2 : Kinase extracellulaire régulatrice du signal
FAK: Kinase d’adhésion focale
GEF: Facteur échangeur nucléotidique guanilique
Iid3: Inhibiteur de icB
IKKs: Kinases IiB
1P3 : Inositol 1 ,4,5-trisphosphate
ITAM: Motifs activateur des immunorécepteurs à base de tyrosine
JNK: Protéine kinase N-terminale C-Jun
MARCKS: Substrat des kinases C riche en alanine myristoylé
MAPK: Protéine kinase activatrice mitogène
MEK1/2: Protéine kinase kinase activatrice mitogène
NF-KB: Facteur nucléaire -KB
X
Liste des abréviations (suite)
NSF: facteur sensitif au N-éthylmaléimide
NO: Oxide nitrique
PAF : facteur d’activation plaquettaire










PMA: Méristate phorbol acétate
PS: Phosphatidylsérine
PSGL-1: Ligand-1 glycoprotéique de la P-sélectine
PSI: Plexines, sémaphorines, et intégrines
RACKs : Récepteurs activateurs des kinases C
SNAP: Protéine soluble associée au NSF
SNARE: Récepteurs de SNAP
STICKs: Substrats qui interagissent avec les kinases C
G TXA2: Thromboxane A2
xi




A ma mère qtti a toujours su m ‘encourager
et nt ‘inspirer aufi! des années,
merci beaucoup etje t ‘aime.
xlii
Remerciements
J’aimerais tout d’abord remercier sincèrement mon directeur de recherche Dr.
Yayhe Merhi pour m’avoir consacré temps et attention tout au long de ce projet de
maîtrise.
Je dérise également exprimer ma gratitude envers mes collègues de travail, Jean
François Théorft et Haissam Abou-Saleh, pour leur assistance et leur contribution à la
réalisation des multiples expériences entourant ce projet.








Les plaquettes contribuent au maintien de l’hémostase vasculaire et sont
activement impliqueés dans plusieurs complications pathologiques, telles que la
thrombose, la resténose et l’inflammation. Les réactions plaquettaires sont gouvernées
par une série de molécules d’adhésion spécifiques qui induisent des interactions homo- et
hétérotypiques avec d’autres plaquettes, les leucocytes, les cellules endothéliales et la
matrice sous-endothéliale.’
L’adhésion plaquettaire aux surfaces vasculaires endommagées représente la
première étape de la thrombogénèse. Ce contact initial est médié par des interactions
entre le complexe plaquettaire GPIb/IX/V et le facteur de von Wlllebrand (vWF) 6
(hautes forces de cisaillements) et par l’intégrine a213 et le collagène7 (faibles forces de
cissaillements). Par la suite, ces interactions déclenchent la signalisation et l’activation
plaquettaire, ce qui mène ultimement à l’activation de l’intégrine Œ11b133 et à la formation
d’un agrégat plaquettaire.8
La signalisation plaquettaire peut être induite par le processus de l’adhésion lui
même, mais aussi par une variété d’agonistes plaquettaire.9’ La thrombine et le
collagène représentent les agonistes physiologiques les plus puissants qui déclenchent
l’activation cellulaire via leurs récepteurs membranaires spécifiques, les PARs
(proteinase-activated receptors) et la GPVI respectivement.’2 Dans les plaquettes
humaines, la stimulation de PAR-1 et PAR-4 induit l’activation des protéines G et de la
phospolipase Cf3 (PLCF3), tandis que la stimulation au collagène provoque l’activation des
tyrosines kinases Src et Syk, et de la PLCy via GPVI.’3’4 La PLC, par l’hydrolyse de la
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2), génère les seconds messagers diacyglycérol
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(DAG) et inositol 1,4,5-triphosphate (1P3). À son tour, l’1P3 provoque le relargage du
calcium intracellulaire, tandis que le DAG est responsable de l’activation des PKCs.
L’activation de ces deux voies signalétiques résulte en une phosphorylation des résidus
sérine/thréonine de la chaîne légère de la rnyosine par une protéine kinase dépendante du
Ca2 et de la calmoduline, et en une phosphorylation de la plekstrine par les PKCs.
Les protéines kinases C (PKC) constituent une famille ubiquitaire de kinases
sérine/thréonine qui joue un rôle primordial dans le contrôle et la régulation de divers
mécanismes cellulaires. Cette famille comprend 12 isoformes classées en trois sous-
groupes structurellement et fonctionnellernent distincts.15’8 Les isoformes
conventionnelles (PKCa, PKCI, PKCII et PKCy) sont régulées par le Ca2 et le DAG,
les isoformes de la classe nouvelle (PKC, PKCc, PKCO et PKCr1) sont insensibles au
Ca2 et les isoformes atypiques (PKCÇ et PKC/X) sont insensibles au Ca2” et au DAG.19
Bien que les PKCs partagent un fort degré d’homologie, on considère que chacune de ces
isoformes occupe une fonction particulière dans les différents tissus de l’organisme.
Dans les plaquettes, quelques études pointent vers l’importance des PKCs dans la
sécértion granulaire et l’agrégation plaquettaire. Tout récemment, il a été démontré que la
PKCa est impliqué dans l’agrégation plaquettaire induite au calcium.2° Par ailleurs, il
semble que la PKCO et la PKC puissent interagir avec les tyrosines kinases Btk et Fyn
respectivement, afin de réguler l’activité kinase de chacune delles.2L22 La PKC semble
aussi être impliquée dans la sécértion des granules denses suite à l’activation
plaquettaire.23 Nous avons récemment démontré que l’expression de la P-sélectine est
dépendante des PKCs et que leur inhibition abolit totalement la liaison des plaquettes aux
neutrophiles, en plus d’empêcher l’activation de l’intégrine aflb133 et l’agrégation
plaquettaire à la thrombine.24 L’activation de la P-sélectine à la thrombine serait
dépendante des nouvelles isoformes E,fl, et . et non des isoformes conventionnelles a et
24 En dépit de ces études, le rôle spécifique des différentes isoformes de PKCs dans la
fonction plaquettaire est mal élucidé. Par exemple, il est bien établi que l’activation et
l’agrégation plaquettaire au collagène, via GPVI, dépendent des tyrosines kinases Syk et
de la PLCy,2’26 mais la contribution spécifique des isofonries de PKCs ainsi que leurs
effecteurs en aval dans ce phénomène sont mal caractérisés.
Cette étude vise à étudier le rôle des PKCs, en particulier la PKC, dans
l’activation et l’agrégation plaquettaire. En utilisant le collagène et la thrombine comme
les deux plus puissants agonistes physiologiques plaquettaires, nous démontrons que la
PKC est essentielle à l’activation de l’intégrine Œ11b133 et à l’agrégation plaquettaire au
collagène, tandis qu’à la thrombine, ces mécanismes sont régulés par plus d’une isofonTie
de PKC. De plus, nous identifions ici la présence d’un mécanisme d’inter-régulation entre




1.1 Composition et fonction du sang
Le sang est un tissu conjonctif complet qui contribue au maintien de
l’homéostasie et sert de véhicule pour le transport de tout matériel essentiel au bon
fonctionnement de l’organisme. Il représente 8% du poids total dii corps humain et
comprend un volume d’environ 5 litres chez la femme et 5.5 litres chez l’homme. Le
sang est principalement constitué de trois types d’éléments cellulaires spécialisés, soit les
érythrocytes (globules rouges), les leucocytes (globules blancs), et les plaquettes
(thrombocytes), suspendus dans un milieu liquide nommé le plasma.
Le plasma représente environ 55% du volume sanguin total et est principalement
constitué de substances organiques et inorganiques qui exercent un effet osmotique
important à la distribution et aux échanges entre les fluides du milieu extracellulaire et
ceux du milieu interstitiel. Le plasma contient principalement trois importantes protéines
plasmatiques, soit l’albumine, la globuline et le fibrinogène. Le sang assure trois
fonctions principales essentielles au bon maintien de l’organisme27
> Le transport constitue un véhicule pour le transport de nutriments, des
gaz et de déchets métaboliques
La régulation système de tampon qui assure l’équilibre du pH et
régulation de la température corporelle du corps humain
> La protection par le biais de ses éléments cellulaires, le sang assure la
défense de l’organisme contre toute infection (leucocytes) et minimise la
perte de sang et l’hémorragie suite à un endommagement vasculaire.
4
Le tableau 1.1 résume les principaux constituants du sang ainsi que leurs fonctions
premières.
Tableau 1.1: Constituants et fonctions du sang
Constituants Fonctions
PLASMA (55 %)
Eau Milieu de transport pour les matériaux
Électrolytes Excitabilité membranaire, distribution
osmotique des fluides entre les membranes,
tampon pour les variations de pH
Protéines plasmatiques
Albumines Transport de substances, contribue au
maintien de la pression osmotique




Érythrocytes Transport de l’oxygène
Leucocytes
Neutrophiles Phagocytose, cellules inflammatoires
Éosinophiles Allergies, défense contre les parasites
Basophiles Allergies, relâche l’histamine et l’héparine
Monocytes Se différencie en macrophage (phagocytose)
Lymphocytes
B Réponse immunitaire humorale (anticorps)
T Réponse immunitaire cellulaire
Plaquettes Hémostase
Le sang circule à l’intérieur d’un réseau de conduits hautement spécialisé, nommé
les vaisseaux sanguins. Il existe trois types de vaisseaux sanguins, soit les artères, les
veines, et les capillaires. Les artères amènent le sang oxygéné (à l’exception des artères
pulmonaires) du coeur au différents tissus de l’organisme, tandis que les veines ramènent
le sang des tissus au coeur. Les capillaires, quant eux, assurent la connexion entre les
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artères et les veines et représentent le site d’échange de matériels entre le sang et les
tissus. La paroi des vaisseaux sanguins est composée de trois couches : la tunique interne
ou intima, la tunique moyenne ou média et la tunique externe ou adventice.
L’intima est la couche la plus interne et est constituée d’une monocouche de
cellules épithéliales lisses, l’endothéliurn. L’endothélium est le seul élément cellulaire de
l’organisme à être en contact avec le sang et constitue un élément régulateur crucial du
système vasculaire (contrôle de la pression sanguine, relâche de l’oxyde nitrique (NO) et
de la prostacycline (PGI2), etc.). Sous l’endothélium, repose une matrice extracellulaire
qui contient plusieurs protéines adhésives essentielles à l’adhésion des plaquettes suite à
un accident vasculaire.28’29
La média est principalement composée d’une couche de cellules musculaires
lisses, de tissus fibreux et de fibroblastes. Cette couche joue un rôle important dans la
régulation de la pression sanguine.30
L’adventice, composé de tissu conjonctif, contient des fibres de collagènes qui
permettent au vaisseau de se dilater et de reprendre sa forme initiale. En outre, la tunique
externe des gros vaisseaux comporte des neurofibres et de minuscules vaisseaux
sanguins.31
1.2 Origine et structure des plaquettes
Les plaquettes furent découvertes en 1882 par le chercheur italien Giulio
Bizzozero.32’33 Il fut le premier à les identifier anatomiquement en plus de leur attribuer
un rôle dans l’hémostase et la thrombose vasculaire.34 Bizzozero fut aussi le premier à
identifier les mégacaryocytes issus de la moelle osseuse, tout en ignorant que ces
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dernières étaient les cellules précurseurs des plaquettes.35 À l’heure actuelle, les
plaquettes occupent une place primordiale dans l’hémostase physiologiques mais aussi
dans plusieurs conditions pathologiques, comme la thrombose vasculaire,
l’athérosclérose, l’inflammation, l’immunité, l’oncologie, les maladies coronariennes
(première cause de décès dans les pays développés), les accidents cérébraux vasculaires,
le diabète, la glomérnlonéphrite rénale, les maladies psychiatriques, et autres.
Les plaquettes sont des cellules anucléés (dépourvues de noyau) issues de cellules
hautement spécialisées, nommées les mégacaryocytes, qui se développent à partir d’une
cellule souche pluripotente, selon le modèle hérnatopoïétique suivant : 36.37
CFU-GEMM BFU-Meg CFU-Meg Promégacaryoblaste
Mégacaryoblaste Promégacaryocytes Mégacaryocytes Plaquettes
CFU-GEMM: colony-Jànning unit-granztlocvte-eiythroid-macrophage-megakaiyocvte
BFU-Meg: bitrst-/orming unit inegakaiyocyte
CFU-Meg: coÏony-Jorining unit inegakaiyocyte
Les mécanismes par lesquels les rnégacaryocytes donnent naissance aux plaquettes ont
longtemps fasciné chercheurs et hématologistes à travers le monde. À ce jour, trois
modèles ont été proposés : le modèle de la défragmentation cytoplasmique, celui du
bourgeonnement membranaire et celui de la formation pro-plaquettaire (Figure I). Au
cours de la défragmentation cytoplasmique, des plaquettes matures seraient pré
assemblées dans le cytoplasme de la cellule rnégacaryocytaire. Les plaquettes seraient,
par la suite, relâchées dans le milieu extracellulaire suite à une défragmentation
cytoplasrnique.38’39 Dans le modèle du bourgeonnement membranaire, les plaquettes
seraient attachées à la membrane des mégacaryocytes, puis, par la suite, clivées de la
périphérie et relâchées dans la circulation.404’ Finalement, les données expérimentales
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acquises au cours des années pointent vers le modèle de la formation pro-plaquettaire, où
les mégacaryocytes formeraient de longues extensions cytoplasmiques, au bout
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Figure 1: Les trois modèles proposés pour la production de plaquettes à partir des mégacaryocytes. (Alan
D. Michelson. Platetets. 2002.)
Les plaquettes circulent dans le sang sous forme discoïde ayant une dimension de
3 x 0.5 tm. La demi-vie des plaquettes est d’environ 7 jours et leur élimination s’effectue
au niveau du foie et de la rate, et parfois même par le système réticulo-endothélial.44 Les
plaquettes sont dépourvues de noyau et leur contenu cytoplasmique se limite
principalement à un nombre important de granules spécifiques, ainsi qu’à des organelles
cellulaires typiques, telles que des mitochondries, des lysosomes et des membranes
résiduelles du réticulum endoplasmique.45 La structure des plaquettes peut être divisée en
trois composantes essentielles soit, la membrane, le cytosquelette et les granules de
sécrétion.
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La membrane plasmique des plaquettes est lisse et ne présente que quelques
invaginations membranaires formant ce qu’on appelle le système caniculaire ouvert
(Open canicular système). Ces invaginations représentent un système de conduit élaboré
pemettant l’entrée de petites molécules à l’intérieur de la cellule. Au cours de
l’activation plaquettaire, le système caniculaire ouvert sert de conduit membranaire par
lequel les granules cytoplasmiques s’y fusionnent et déverse leur contenu dans le milieu
extracellulaire. Comme pour toute autre cellule, la membrane plasmique des plaquettes
constitue aussi un lieu d’ancrage pour une variété de récepteurs et de molécules
d’adhésion essentiels au fonctionnement de la cellule.46
Le cytosquelette plaquettaire est une composante intégrale de la cellule, puisqu’il
confère aux plaquettes leur forme, leur permet de résister aux forces de cisaillement
générées par le débit sanguin, permet l’ancrage de différentes glycoprotéines
membranaires et représente le siège d’une multitude de réactions biochimiques
impliquées dans l’activation plaquettaire.47 Le cytosquelette des plaquettes est fon;é de
trois couches t le cytosquelette membranaire à base de spectrine, le cytosquelette
cytoplasmique formé d’un réseau de filament d’actine et d’une couche unique de
microtubule enroulé sous la membrane plasmique (Figure 2).4850 Au cours de l’activation
plaquettaire, on peut observer une réorganisation du cytosquelette, ce qui engendre un
changement de forme des plaquettes; d’une forme discoïde à une fonrie sphérique dotée
5! 57de filopodes.
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Fïgure 2: Structure du cytosquelette plaquettaire. A) Le cytosquelette cytoplasmique, formé par les
filaments d’actine, est etitouré par une monocouche mirotubulaire retrouvé sous la membrane plasmique.
B) Structure du cytosquelette membranaire base de spectrine. C) Interaction entre la spectrine du
cytosquelette membranaire et les filamemnts d’actine. D) Shématisation dtt cytosquellete cytoplasmique et
membranire des plaquettes avec leurs composantes principales. (Alan D. Michelson. Platelets. 2002.)
Le cytoplasme des plaquettes est majoritairement occupé par un nombre
important de granules de sécrétion (voir section 1.4.3 du chapitre 1). Il existe trois types
de granules plaquettaires; les granules alpha, les granules denses et les lysosomes. Ces
granules renferment une multitude de substances indispensables au processus de
l’activation, de l’adhésion et de l’agrégation plaquettaire.
1.3 Molécules d’adhésion plauettaire
Puisque la fonction première des plaquettes est l’hémostase, il n’est pas surprenant
que ces cellules soient dotées d’une multitude de récepteurs adhésifs (molécules
L
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d’adhésion), leur permettant d’adhérer à 1’ endothélium, à la matrice sous-endothéliale
et avec d’autres plaquettes afin de former un clou hémostatique. L’analyse des
différentes molécules d’adhésion plaquettaire a permis une compréhension plus
approfondie du rôle et des mécanismes exacts par lesquelles les plaquettes participent
à l’hémostase physiologique, mais aussi à la thrombose pathologique.53
Les molécules d’adhésion plaquettaire peuvent être classées en quatre grandes
catégories I) les intégrines, 2) les immunoglobulines, 3) les sélectines et 4) les
sialomucines. La famille des intégrines comprend l’intégrine alTbE33 (GPIIb/IIIa),
l’intégrine a21 (GPIa/IIa), l’intégrine af33 (récepteur de la vibronectine), l’intégrine
a5f31 (récepteur à la fibronectine) et l’intégrinc a6f31 (récepteur à la larninine). Parmi
les immunoglobulines, on retrouve la glycoprotéine VI (GPVI), les récepteurs Fc
(FcyRIIA et FcRI), ICAM-2 (intercellular adhesion molecule 2) et PECAM-l
(platelet-endothelial cdl adhesion molecule 1). Panrii la famille des sélectines, seule
la P-sélectine est retrouvée dans les plaquettes. Finalement, le complexe GPIb-IX-V
est le seul récepteur adhésif faisant partie de la famille des sialomucines. Seules les
molécules d’adhésion les plus importantes seront discutées dans cette section.
1.3..1 LaGPVI
La GPVI est l’une des plus importantes molécules d’adhésion plaquettaire et
constitue, avec l’intégrine a2f31, un des deux récepteurs majeurs au collagène. La
découverte de ce récepteur vint à la suite d’étude effectuée auprès de patients montrant
une absence totale de réactivité plaquettaire suite à une stimulation au collagène.456 Des
analyse auprès du sérum de ces patients ont révélé la présence d’anticorps dirigés contre
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une protéine de poids moléculaire de 60 kDa, clonée quelques années plus tard comme le
récepteur GPVI.57 GPVI est un récepteur faisant partie de la famille des
immunoglobulines et forme un complexe membranaire avec la chaîne Fcy, cette dernière
étant cruciale pour l’activation et la signalisation enclenchée par ce récepteur.58’59 La
portion extracellulaire du récepteur comprend deux boucles C2 contenant les domaines













Figure 3: Structure de la GPVI. (Alan D. Michelson. Platelet,r. 2002.)
Les sites d’interaction exacts avec le collagène n’ont pas encore été clairement identifiés,
mais il semble que la boucle C2-l y soit majoritairement impliquée.60’61 Les deux boucles
C2 reposent sur une structure fortement glycosylée, ce qui permet aux deux domaines de
reconnaissance de s’étendre loin de la membrane afin d’augmenter l’accessibilité au
collagène. La région cytoplasmique de GPVI comprend deux domaines ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activatory motifs) qui, suite à l’activation du récepteur,
se retrouve phosphorylé par la famille des tyrosine kinases src (les mécanismes de
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Q signalisation induite par le récepteur GPVI seront étudiées en détail dans la section 1.5.4de ce chapitre).62
Il est clair que la GPVI constitue un récepteur majeur pour le collagène, mais son
implication physiologique exacte dans la fonction plaquettaire est encore débattue. Il a
été démontré que la formation du tbrombus plaquettaire, in vivo, est largement
dépendante du récepteur GPVI.6365 De plus, il semble que GPVI soit partiellement
impliqué dans l’adhésion des plaquettes sur des surfaces de collagène; l’intégrine cx2f31
étant l’autre récepteur jouant un rôle important dans ce phénomène.63’66 Cependant, la
GPVI occupe une place encore plus importante dans le processus de l’agrégation
plaquettaire induite par le collagène où elle remplit une fonction indispensable.5456
1.3..2 L’intégrine
L’intégrine u2131 (GPIaJIIa) est le deuxième récepteur au collagène et constitue la
deuxième plus importante intégrine à la surface des plaquettes, après l’intégrine Œ11b133.
On retrouve entre 2000 et 4000 copies de cette molécule sur les plaquettes et son rôle
principal se limite à l’adhésion des plaquettes sur des surfaces endommagées exprimant
le collagène.6769 À ce jour, deux sites de reconnaissance pour le collagène ont été
identifiés sur l’intégrine Œ2f31, soit le domaine I de la sous-unité Œ2 et le domaine I
apparenté de la sous-unité 7O71 Le domaine I de la sous-unité Œ2 possède aussi un site
2+ . .de recoirnaissance pour des ions magnesium (Mg ) et cette interaction semble etre
requise pour l’adhésion du collagène au récepteur.72
Il est bien établi que l’intégrine a2f31 est essentielle à l’adhésion des plaquettes aux
surfaces endommagées. Par contre, il semblerait que sous conditions de hautes forces de
o
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cisaillement, l’adhésion plaquettaire dépendrait de l’interaction GPIb/collagène, par
l’interrnédiare du vWF (facteur von Willebrand).6 De plus, même si l’agrégation
plaquettaire au collagène est fortement rnédiée par la GPVI, certaines études indiquent
que l’intégrine u2i participe à l’initiation du processus de l’agrégation plaquettaire.73
1.3..3 La GPIb/IX/V
La GPIb/IX/V est un récepteur adhésif faisant partie de la famille des
sialomucines et représente le deuxième plus abondant (environ 60 000 copies) récepteur à
la surface des plaquettes, après l’intégrine ujjbP3.7476 Cette molécule d’adhésion est
retrouvée sous forme d’un complexe membranaire composé de quatre sous-unités
distinctes: deux molécules de GPIba (CD42b) et GPIbF3 (CD42c), la GPIX (CD42a), et
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Figure 4: Structure du complexe GPIb/IX/V. (Alan D. Michelson. PlateÏets. 2002.)
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Ces sous-unités sont exprimées au niveau de la membrane plasmique selon la
steochiométrie suivante; 2 :2 :2 :1, respectivement.77 Au niveau cytoplasmique, le
complexe GPIb/IX/V s’associe avec plusieurs protéines, dont le dimère 14-3-3Ç, la
calmoduline et la flamme A (actin-binding protein).788° La région globulaire du GPIba
est responsable de la presque totalité de la capacité du complexe GPIb/IX/V à interagir
avec d’autres protéines. Effectivement, cette région peut lier le vWF, la thrombine,
l’intégrine ŒMf32 (CD1 lb/CDÏ8) des leucocytes, la P-sélectine, les facteurs de
coagulation XI et XII, et le facteur HMWK (higli molecular weight kininogen).
En réponse à des forces de cisaillement élevées, l’adhésion des plaquettes à la
matrice sous-endotheliale est sous la dépendance de l’interaction du complexe GPIb/IX/V
au vWF. Le vWf circule dans le sang sous une forme inactive, incapable de lier le
complexe GPIb/IX!V. Suite à une lésion endothéliale, le vWF se lie au collagène de la
C matrice sous-endothélial, pour ensuite interagir avec le complexe GPIb/TX/V, ce qui
permet l’adhésion (et ensuite l’agrégation) des plaquettes. La GPI5Œ possède aussi un site
de haute affinité pour la thrombine et il semblerait que ce complexe soit impliqué dans
l’activation plaquettaire à la thrombine (voir section 1.5.3 du chapitre 1).8183 Cependant,
ce phénomène est encore débattu, faute de la complexité et du manque de documentation
à ce sujet. De plus, le complexe GPIb/IX/V semble être impliqué dans l’adhésion des
leucocytes aux plaquettes déjà adhérées, via l’interaction GPIbu et l’intégrine ŒMf32 des
leucocytes.84 finalement, il a été démontré que les plaquettes peuvent rouler sur un
endothélium activé; phénomène qui serait dépendant de l’interaction GPIba des
plaquettes et de la P-sélectine endothéliale.85 Suite à cette discussion, il est apparent de
constater que ce complexe membranaire occupe une place primordiale dans la
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physiologie des plaquettes par ses diverses implications dans l’adhésion, l’activation et
même l’agrégation plaquettaire.
1.3..4 L’ intégrine
L’intégrine auIbf33 (GPIIb/IIIa) est sans doute la glycoprotéine plaquettaire la plus
importante. À l’état de repos, environ 80 000 copies de cette molécule d’adhésion sont
exprimées à la surface membranaire avec des réserves importantes retrouvées dans les
granules ci et le système caniculaire ouvert.8687 L’agrégation plaquettaire est un
phénomène adhésif cellulaire au cours duquel plusieurs plaquettes interagissent ensemble
afin de former un clou hémostatique. Le contact ferme entre deux plaquettes s’effectue
par l’intermédiaire d’un pont fibrinogène établi entre deux molécules de GPIIb/IIIa. Suite
à l’activation plaquettaire, ce récepteur change de conformation, lui permettant ainsi de
lier le fibrinogène et d’enclencher le processus de l’agrégation.
La sous-unité dU, (GPIIb) est constituée de deux chaînes peptidiques reliées par
un pont disulfure; une chaîne lourde de 125 kDa comprenant quatre sites de liaison pour
des ions divalents (Ca2) et une chaîne légère de 25 kDa incluant le domaine
transmembranaire et une courte région cytoplasmique de 26 acides aminés (figure 5)•8889
La sous-unité f33 (GPIIIa) de l’intégrine d11bf33 est principalement composée de trois
domaines majeurs, soit un domaine PSI (plexins, semaphorins, and integrins), un
domaine I apparenté, et un domaine EGF (epidermal-growth-factor) apparenté.9° Le
domaine PSI comprend une petite séquence de 90 acides aminés localisée à l’extrémité
N-terminale de la sous-unité et sa fonction est encore mal caractérisée.91 Le domaine I
apparenté de la sous-unité f3 contient deux sites de reconnaissance RGD étant
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responsable de l’interaction des différents ligands avec le récepteur. Ainsi, les ligands
connus de la GPIIb/IIIa, tels le fibrinogène, le vWF, la fibronectine et la vitronectine,
possèdent tous une ou plusieurs séquence RGD (arginine glycine, aspartame) qui sert
comme motif de reconnaissance pour le récepteur. Finalement, le domaine EGF
apparenté de la sous-unité f33 est principalement caractérisé par une série de quatre
boucles riches en cystéines. Même si cette région n’est pas intégrale à la structure du
récepteur et ne possède aucun site de reconnaissance connu, une perturbation (mutation)
au niveau de cette région peut enclencher l’activation du récepteur, ce qui suggère que ce
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Figure 5: Structure de I’intégrine Œ11h133. (Production du Laboratoire du Dr. Merhi)
Le cytosquelette plaquettaire occupe une place primordiale dans la structure et
l’activation de l’intégrine a11bf33. Au repos, une bonne partie des molécules de GPIIb/IIIa
sont associées au cytosquelette membranaire, ce qui permet l’ancrage de la protéine à la
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membrane plasmique. Suite à l’activation plaquettaire, la queue cytoplasmique du
récepteur s’asocie aux filaments d’actine du cytosquelette cytoplasmique.96’97 Cette
interaction aurait pour but d’augmenter la résistance des agrégats plaquettaires sous
condition de forces de cisaillement élevées, tel qu’observé lors de l’agrégation
plaquettaire, puis aussi de réguler l’activation du récepteur suite à la liaison du
fibrinogène.98
1.3..5 La P-sélectine
La famille des sélectines est composée de trois molécules d’adhésion, la P
sélectine, la L-sélectine et la E-sélectine, identifiées en fonction du tissu où elles furent
originalement caractérisées. La L-sélectine (CD62L) est la plus petite des sélectines et est
exprimée constitutivement à la surface des leucocytes, la E-sélectine (CD62E) est
retrouvée dans les cellules endothéliales et est redistribuée à la surface membranaire suite
à l’activation endothéliale par un mécanisme de synthèse de novo, puis la P-sélectine
(CD62P) est retrouvée dans les granules ci et denses des plaquettes, mais aussi dans les
corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales.99’°1
Parmi la famille des sélectines, seule la P-sélectine est retrouvée dans les
plaquettes. Suite à l’activation plaquettaire, environ 10 000 copies de P-sélectine sont
redistribuées des granules cytoplasmiques à la membrane cellulaire.’°2’°3 Cette
expression membranaire correspond à une densité d’environ 350 rnolécules/iirn, soit 10
fois la densité de P-sélectine au niveau des cellules endothéliales.104”° Environ 30
minutes suivant l’activation cellulaire, des mécanismes de désensibilisation cellulaire
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s’enclenchent et la teneur membranaire en P-sélectine diminue considérablement, soit par
un mécanisme d’intenialisation membranaire ou par un clivage enzymatique.’°611°
Les sélectines partagent tous une structure membranaire commune. La région
extracellulaire de la molécule est principalement constituée de trois domaines distincts;
soit une séquence de taille variable à région consensus répétitive, un domaine structural
EGF (Epidermal Growth Factor) et un domaine lectine à dépendance calcique,
responsable de l’adhésion et de la liaison du récepteur à ses ligands (figure 6). De pius,
chacune des sélectines est composée d’un domaine hydrophobique transmembranaire et
d’une courte queue cytoplasmique.’ La principale différence entre les sélectines réside
dans la taille de la région consensus. Par exemple, pour la P-sélectine, cette région est




Short repeat (CRPs like)
T ra n smembrane
dom a in









HOOC. HO0C Lipid bilayer
19
Une des fonctions importantes de la P-sélectine est son implication dans les
interactions adhésives entre les plaquettes et les leucocytes. Il est bien établi, depuis
plusieurs années, que les leucocytes participent activement aux réactions thrombo
inflammatoires par le biais de leurs interactions avec les plaquettes aux sites de lésions
thrombotiques. Ce recrutement secondaire s’effectue majoritairement par la liaison de la
P-sélectine à son ligand de haute affinité, le PSGL-l (P-selectin glycoprotein ligand-1),
exprimé constitutivement à la surface des leucocytes.’ 11113 Ce phénomène adhésif est
d’une grande importance physiologique, mais il occupe aussi un rôle de premier plan
dans de nombreuses pathologies, telles la resténose, l’athérothrornbose, et toutes les
autres complications thrombo-inflarnmatoires.’ 14-118
1.4 Fonction plaguettaïre
La fonction première des plaquettes est le maintien de l’intégrité des vaisseaux
sanguins, soit l’hémostase. Suite à un endommagement vasculaire, les plaquettes doivent
rapidement former un clou hémostatique afin de corriger toute fuite ou écoulement
sanguin pouvant nuire au fonctionnement normal du corps humain. Afin d’accomplir
cette tâche les plaquettes suivent une cascade d’événements bien précise qui consiste
essentiellement à l’adhésion, l’activation, la sécrétion et l’agrégation plaquettaire.6’ 9,120
Ces mécanismes cellulaires sont principalement régis par une série de molécules
d’adhésion, soient la GPTb/IX/V et l’intégrine u213, (GPIa/IIa) pour l’adhésion et
l’activation cellulaire et l’intégrine Œ,,bF33 (GPIIb/IIIa) pour l’agrégation plaquettaire. La







Figure 7: Les principales molécules d’adhésions impliquées dans l’adhésion, la sécrétion et l’agrégation
des plaquettes. (Source Dr. Pierre Théroux; 1CM)
1.4.1 Adhésion plaguettaire
L’adhésion plaquettaire est la première étape de l’hémostase et est enclenchée
suite à une lésion ou un endommagement vasculaire. Sous conditions physiologiques
normales, soit lorsque la paroi des vaisseaux est intacte, les plaquettes circulent librement
dans le sang sans être capables d’adhérer. D’ailleurs, la cellule endothéliale exerce un
rôle inhibiteur important sur l’activité plaquettaire par sa capacité à sécréter diverses
substances inhibitrices, telles le monoxyde d’azote (NO) et la prostacycline (PGI2).’2’
Suite à une lésion endothéliale, les composantes de la matrice extracellulaire, comme le
collagène, sont exposées à la lumière du vaisseau et les plaquettes peuvent, par la suite,
entrer en contact avec ces composantes et adhérer fermement aux sites de lésion. Le
processus de l’adhésion plaquettaire peut être divisé en deux étapes, soit le roulement des













Roulement des plaquettes sur l’endothélium activé
Comme pour les leucocytes au cours de l’inflammation, il a été démontré que les
plaquettes peuvent rouler sur un endothélium activé; phénomène qui serait totalement
dépendant de la P-sélectine endothéliale.122 Cette étape serait la toute première de
l’hémostase et permettrait le ralentissement séquentiel des plaquettes en circulation avant
leur adhésion sur les surfaces de la matrice sous-endothéliale. À la recherche du ligand de
la P-sélectine à la surface des plaquettes, deux candidats ont été proposés le ligand de
haute affinité de la P-sélectine, le PSGL-l, et le complexe GPIb/IX/V.8’23
Adhésion des plaquettes à la matrice sous-endothélïale
L’adhésion des plaquettes à la matrice sous-endothéliale est possible grâce à la
participation de trois molécules d’adhésion plaquettaire principales; la GPIb/IX/V,
l’intégrine a2131 (GPIa/IIa) et la GPVI. Suite à l’exposition des composantes de la matrice
sous-endothéliales, les molécules de vWf en circulation dans le sang, adhèrent au
collagène présent à la surface sous-endothéliale. Cette adhésion déclenche un
changement de conformation aux molécules de vWF, les rendant ainsi aptes à lier le
complexe GPJb/IX/V plaquettaire permettant une adhésion de faible intensité.124’27 Cette
interaction représente un contact plus ou moins ferme entre les plaquettes et la matrice,
mais demeure absolument essentiel, puisqu’il permet le ralentissement des plaquettes et
la liaison subséquente de la GPIa/IIa et du GPVI plaquettaires aux fibres de collagène
libres de la matrice.128”29 Ce dernier contact est de nature ferme et assure une
immobilisation complète des plaquettes sur la surface endommagée. La figure 8 résume
les principales étapes de l’adhésion des plaquettes à la matrice sous-endothéliales.
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Figure 8: Schématisation des principales étapes et des molécules d’adhésion impliquées dans l’adhésion
plaquettaire. (Production du Laboratoire du Dr. Merhi)
1.4.2 Activation plaguettaire
Les interactions de premier (GPIb/IX/V / vWF) et second (GPIa/lIa et GPVI I
collagène) contact entre les plaquettes et la matrice sous-endothéliale permettent non
seulement l’adhésion des plaquettes, mais aussi leur activation. Effectivement, suite à
leur adhésion aux surfaces endommagées, les plaquettes changent rapidement de forme,
sécrètent maintes substances facilitant l’amvée et le recrutement de plaquettes
supplémentaires et déclenchent l’activation de récepteurs et molécules d’adhésion
essentielles à la formation d’un agrégat plaquettaire, telle l’intégrine ŒIIh133.471°’1 Le
premier signe de l’activation plaquettaire est marqué par le changement de forme, soit
23
d’une forme discoïde à une forme sphérique avec la présence d’extension membranaire
nommée les filopodes. Ce changement morphologique permet aux plaquettes de s’étaler
et de s’étendre sur les surfaces endommagées afin de couvrir une meilleure superficie. Le
changement de forme plaquettaire est dépendant de la réorganisation structurale des
filaments d’actine du réseau du cytosquelette cytoplasmique.5’52 L’activation plaquettaire
engendre, par la suite, la sécrétion de substances activatrices impliquées dans le
recrutement additionneÏ de plaquettes aux sites de lésion. L’adénosine diphosphate
(ADP) et la thrornbaxane A2 (TXA2) font, par exemple, partie de substances sécrétées par
les plaquettes lors de leur activation (la prochaine section de ce chapitre portera sur la
sécrétion plaquettaire). Finalement, l’activation des molécules d’adhésion plaquettaire,
telle l’intégrine u11b133 et la P-sélectine, est aussi un phénomène cellulaire clé de
l’activation des plaquettes.
Les différents évènements cellulaires observés au cours de l’activation
plaquettaire sont possibles grâce à une série de cascade de signaux intracellulaires
déclenchée suite à la stimulation des plaquettes via leurs différents récepteurs
membranaires.’’32 L’intégration des différents signaux perçus par les récepteurs
membranaires se traduit par la génération de seconds messagers. Il existe deux voies
principales de signalisation intracellulaire dans les plaquettes, soit la voie de signalisation
activée par la phospholipase C (PLC), qui génère le diacylglycérol (DAG) et le Ca2, et
active subséqemment les protéines kinases C (PKC). et celle générée par l’activation de
t’adénylate cyclase et des protéines G. L’étude des mécanismes de signalisation
plaquettaire sera étudiée en détail à la section 1 .5 de ce chapitre.
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1.4.3 Sécrétion plaguettaire
La sécrétion plaquettaire constitue une étape indispensable de l’activation et de la
fonction plaquettaire. Les granules de sécrétion des plaquettes contiennent des facteurs de
croissance, des protéines impliquées dans la cascade de coagulation, des molécules
d’adhésions, des cytokines inflammatoires, des facteurs angiogéniques, et maintes autres
substances jouant un rôle primordial dans la physiopathologie plaquettaire. La grande
totalité de ces molécules sont synthétisées dans les rnégacaryocytes puis, par la suite,
entreposées dans des granules spécialisées. Au cours de l’activation plaquettaire, ces
granules font fusion avec la membrane plasmique et déversent leur contenu dans le
milieu extracellulaire par exocytose.
Les plaquettes contiennent trois types de granules spécialisées; les granules alpha,
les granules denses et les lysosomes. Les granules alpha sont les plus volumineuses et les
plus nombreuses granules plaquettaires, avec approximativement 80 granules alpha par
plaquette.133 Elles contiennent principalement des facteurs de croissance, des molécules
d’adhésion et des protéines impliquées dans la coagulation. Les granules denses sont
beaucoup moins nombreuses que les granules alpha (environ 7 granules par plaquettes),
mais contiennent, par contre, des substances indispensables à l’activation plaquettaire,
telles l’ADP et la sérotonine.’3435 finalement, les lysosomes renferment des enzymes
jouant un rôle dans la dégradation et la digestion de différentes protéines.’3637 Le tableau
1.2 résume les principaux constituants des trois types de granules plaquettaires.
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Tableau 1.2: Principaux constituants des granules plaguettaires
Granules alpha Granules denses Lysosomes
P-sélectine GPIb CDIO7a (LAMP-1)




at33 CDI 07b ( LAMP-2) Phosphatase acide
Stomati n
CD63 (LAMP-3) Cathepsin D et ETLT-1
PDGF, VEGF, EGf Sérotonine, Histamine







La sécrétion des granules plaquettaires est contrôlée par les mécanismes de la
signalisation intracellulaire. Les plaquettes peuvent être activées par plusieurs agents
physiologiques, tels la thrombine, l’ADP, le collagène, la TXA7, l’épinéphrine et le PAF
(Platelet-Activating Factor). Ces agents interagissent avec leurs récepteurs membranaires
spécifiques et déclenchent la cascade de signalisation intracellulaire.9138 Bien que la
plupart de ces agonistes soient capables d’induire une sécrétion granulaire importante,
seule la thrombine apparaît avoir le pouvoir d’induire la sécrétion des lysosomes.’39 Les
mécanismes de signalisation de la sécrétion plaquettaire semblent être majoritairement
dépendants de la voie de la PLC et des seconds messagers du DAG et de l’inositol
triphosphate (W3). Suite à l’activation plaquettaire, la PLC génère l’1P3 et le DAG, ce qui
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provoque l’augmentation intracellulaire en calcium et permet l’activation des PKCs
respectivement. Les plaquettes contiennent plusieurs isoformes de PKC (u, f3, t3i i, , Ç, r,
O) et il semble que chacune de ces isoformes possède un rôle particulier dans l’activation
et la sécrétion des plaquettes (le deuxième chapitre de ce mémoire sera exclusivement
consacré à l’étude des PKCs).14° Les PKCs peuvent, par la suite, phosphoryler un
ensemble de protéines intracellulaires impliquées dans le transport et la sécrétion des
granules plaquettaires. 141-145
Les mécanismes moléculaires de la sécrétion plaquettaire furent longtemps
ignorés et ce n’est qu’au cours des quelques dernières années qu’ils furent complètement
élucidés. Les plaquettes contiennent une machinerie moléculaire pour la sécrétion d’une
panoplie de protéines et enzymes impliquées dans l’exocytose des granules de sécrétion.
Ces protéines comprennent principalement la famille de protéines NSF (N
ethylmaleimide sensitive factor), l’alpha SNAP (soluble NSF-associated Wotein), les
molécules SNARE (SNAP receptors), puis les protéines Secl (PSP) et Rab (figure
9)I44.I46147 Au repos, les protéines de la famille SNARE forme un complexe
membranaire cis visant à inhiber l’exocytose des granules. Au cours de l’activation
plaquettaire, les protéines SNAP et NSF sont activées et elles inhibent le complexe cis
SNARE, ce qui permet l’interaction de Seci (PSP) à la syntaxine 4 (les syntaxines
appartiennent à la famille de protéines SNARE) (figure 9 C) ; interaction qui semble être
sous la dépendance des PKC. Par la suite, un complexe trans-SNARE se forme au niveau
de la membrane, ce qui apparaît être essentiel au phénomène de l’exocytose. Finalement,
suite à l’action des PKC et à l’élévation du calcium intracellulaire, les granules de
sécrétion font fusion avec la membrane et il y a exocytose (figure 9E).148°
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Figure 9: Mécanisme moléculaire de la sécrétion plaquettaire. (Alan D. Michelson. Platelets. 2002.)
1.4.4 A2réation plaguettaire
L’agrégation plaquettaire est la dernière phase de l’hémostase et elle constitue
sans doute la fonction plaquettaire la plus importante. L’étape déterminante de
l’agrégation plaquettaire repose sur le changement de conformation structurale de
l’intégrine a11bJ33, permettant ainsi sa liaison au fibrinogène soluble et la formation d’un
agrégat plaquettaire. Au repos, l’intégrine UIIb33 maintient une très faible activité de
liaison pour ces ligands, tel le fibrinogène, ce qui permet aux plaquettes de circuler
librement dans le sang. Suite à l’exposition des composantes de la matrice sous
endothéliales ou en présence d’agonistes plaquettaires solubles, comme la thrombine,
l’intégrine a11bf33 s’active très rapidement et son affinité pour le fibrinogène augmente
instantanément. Bien entendu, cette activation dépend exclusivement des voies de
signalisation intracellulaire déclenchée par la stimulation des plaquettes via leurs
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récepteurs membranaire spécifique. Ce phénomène cellulaire est qualifié de signalisation
«intérieure-extérieur» (inside-out), comparativement à la signalisation «extérieure-
intérieure» (outside-in), issue de la liaison du fibrinogène au récepteur ci,,bF33 (les
mécanismes de signalisation de l’activation plaquettaire via les principaux récepteurs
membranaires ainsi que la signalisation outside-in de l’intégrine aI,bP3 seront étudiés dans
la prochaine section de ce chapitre).47’15’ La signalisation inside-out menant à l’activation
de l’intégrine a,,bf33 dépend de la nature de l’agoniste et ainsi du récepteur
Par exemple, la thrombine, via ses récepteurs spécifiques, les PARs (protease-activated
receptors), déclenche l’activation des protéines Gq, de la phospholipase Cf3 et des PKC,
tandis que la stimulation plaquettaire au collagène active la famille des tyrosines kinases
(Src et Syk), de la phospholipase C-y et des PKCs.9”53’55 Malgré les différences observées
dans les mécanismes de signalisation intracellulaire, chacune des voies déclenchées par
les différents agonistes a la capacité d’induire le changement de conformation des deux
sous-unités de l’intégrine abf33 et, ainsi, de déclencher l’agrégation plaquettaire. La
figure 10 décrit le rôle central de l’intégrine a,,bP3 dans l’agrégation plaquettaire mais
aussi dans l’adhésion des plaquettes à la matrice sous-endothéliale.
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GPIb-IXvWF bindin
at high shear rate
La démonstration que l’intégrine a,,bf33 joue un rôle de premier plan dans
l’agrégation plaquettaire et la formation du thrombus in vivo a mené vers le
développement de traitements anti-thrombotiques. À ce jour, différents antagonistes de
l’intégrine a,,bP3 ont été développés, soit un anticorps murin bloquant la liaison du
fibrinogène au récepteur (Abciximab ou Réopro), puis des peptides se basant sur la
séquence RGDS comme l’Eptifibatide (hitegrilin) et le tirofiban (Aggrastat).”9 Ces
antagonistes sont présentement utilisés en clinique chez des patients ayant subi des
procédures vasculaires, comme 1 ‘angioplastie transiuminale coronarienne.’56”57




Les plaquettes sont des cellules anucléées qui dépendent exclusivement des
mécanismes de signalisation intracellulaire afin de remplir leur fonction. Du changement
de forme à l’agrégation, en passant par l’activation et la sécrétion, la signalisation
intracellulaire est au coeur de tout processus physiologique plaquettaire. Les plaquettes
humaines possèdent une multitude de récepteurs membranaires et le type de signal
déclenché et, ainsi, le comportement des plaquettes, sera dicté par la nature de Ï’agoniste
et le récepteur stimulé. Si le stimulus plaquettaire initial est l’exposition aux fibres de
collgène et aux vWF, alors l’activation de l’intégrine Œ11bf33 et la fomiation de l’agrégat
plaquettaire seront accomplis par la stimulation du complexe GPIb/IX!V et de la GPVI
respectivement. Par ailleurs, si le stimulus initial est la génération de thrombine, telle
qu’observée dans un contexte pathologique, l’activation plaquettaire sera dépendante de
l’action des récepteurs à la thrombine (PARs) et de la stimulation subséquente des
protéine G. Les mécanismes de signalisation plaquettaire dépendent donc de la nature et
du contexte de stimulation, mais les plaquettes devront, peu importe l’agoniste employé,
remplir leur fonction de base et former un clou hémostatique. Dans ce chapitre, seul les
mécanismes signalétiques via les principaux récepteurs plaquettaires seront exposés,
soient ceux déclenchés par les récepteurs au collagène; GPVI et GPIa/IIa, aux vWF; le
complexe GPIb/IX!V, à la thrombine les PARs (PAR 1 et PAR4), et au fibrinogène;
intégrine aIIbF33 (signalisation outside-in).
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1.5.1 La GPVI
La GPVI constitue un récepteur membranaire indispensable à l’activation
plaquettaire au collagène. Il joue un rôle important dans l’adhésion des plaquettes aux
surfaces endommagées et est essentiel à l’agrégation plaquettaire au collagène. La GPVI,
avec l’intégrine a2131 (GPIa/IIa), représente un récepteur de premier plan dans la réponse
plaquettaire au collagène.
Il fut démontré, il y a plus de 10 ans, que l’activation plaquettaire au collagène
provoque la phosphorylation de plusieurs protéines cytoplasmique, en particulier la
phospholipase C’y2 (PLCy2) et la tyrosine kinase Syk.2526 Cependant, la contribution
spécifique du récepteur au collagène responsable de ces phénomènes fut ignorée car le
récepteur GPVI n’était pas encore bien identifié. Suite à la caractérisation de la structure
de GPVI, les mécanismes de signalisation découlant de ce récepteur furent clairement
élucidés. La GPVI est associée au niveau de la membrane avec la chaîne y du récepteur
Fc (figure ll).59.158 Cette association est indispensable à l’intégrité structurale et aux
fonctions de signalisation du récepteur. Puisque la chaîne y du récepteur Fc possède un
domaine ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif), ceci souleva
l’hypothèse que ce domaine interagissait avec la tyrosine kinases Syk. Cette possibilité
fut, par la suite, confirmée par des études d’irnrnunoprécipitations qui démontraient
l’association d’un complexe fonrié par ces deux protéines.59 La figure 11 illustre le








figure 11: Modéle des mécanismes de signalisations déclenchés par l’activation de GPVI. PH: pleckstrin
homology domain; SH2: Src-hornology 2 domain. Maroi, M., and Jung, SM. Platelet glycoprotein VI: its
structure and function. Throinb Res.2004. 114, 22 1-233.
Suite à l’activation de GPVI, les résidus tyrosines du domaine ITAM de la chaîne
y du récepteur FC sont phosphorylés par les protéines fyn et Lyn.’59’6° Cette
phosphorylation permet l’association de Syk à la chaîne y via ses domaines SH2, ce qui
engendre l’activation et la phosphorylation de Syk.’61 Syk peut, par la suite, activer les
protéines adaptatrices SLP76, SLP-130 et LAT qui, elles, facilitent l’activation de ta
PLCy2.’62164 La PLCy2 catalyse ensuite la PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)
membranaire en DAG et 1P3. L’1P3 permet l’augmentation en calcium intracellulaire,
tandis que la DAG active certaines isoformes de la PKC. La P13-kinase semble aussi être
impliquée dans la signalisation de GPVI puisque l’inhibition spécifique de cette enzyme




PIP3 (phosphatidylinositol 4,5-trisphosphate) qui, à son tour, sert de ligand au domaine
PH de quelques protéines impliquées dans la signalisation par GPVI, comme Btk.’68
La GPVI constitue, certes, le récepteur signalétique plaquettaire le plus important
au collagène. L’élucidation des mécanismes de signalisation déclenchés par ce récepteur
a ouvert la po;Ïe quant à la possibilité de développer une cible pharmacologique dans le
traitement de la thrombose vasculaire.
1.5.2 L’intégrine g2fl1
L’intégrine u2131 (GPIa/IIa) fut le premier récepteur au collagène à être identifié à
la surface des plaquettes et il est bien établi aujourd’hui qu’il est impliqué dans
l’adhésion des plaquettes aux surfaces de collagène. Cependant. sa capacité à générer une
signalisation intracellulaire suite à la liaison du collagène est largement débattue. Certains
investigateurs prétendent que l’intégrine u2131 est incapable de déclencher quelconque
signalisation et ce, même en présence de peptides spécifiques,’9171 tandis que d’autre
études rapportent que la stimulation du récepteur engendre l’activation et l’extension
plaquettaire sur des surfaces de collagène via un mécanisme dépendant de l’activation des
tyrosine kinases Src et Syk, et de la PLC’y2.’72 Cette cascade signalétique serait la même
qtie celle déclenchée par le récepteur GPVI, attribuant ainsi un rôle central à la PLCy2
dans la signalisation au collagène. Selon cette dernière étude, les signaux générés par
Fintégrine a43i seraient importants dans la stabilisation du thrombus au collagène.
D’ailleurs, le groupe de Kuijpers et al’73 ont démontré que même si des plaquettes
déficientes en la sous-unité F3’ du récepteur peuvent adhérer aux surfaces de collagène
sous hautes forces de cisaillement, la formation des agrégats plaquettaires était instable et
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le thrombus avait tendance à emboliser plus fréquemment que chez les groupes
témoins.173 De plus, le développement de l’activité procoagulante serait significativement
réduit chez les plaquettes déficientes en 13i. Ces résultats semblent indiquer que le rôle de
l’intégrine a2f31 ne se limite pas uniquement à l’adhésion plaquettaire, mais que ce
récepteur peut aussi générer des signaux intracellulaires importants dans la stabilisation
du thrombus plaquettaire.
1.5.3 La GPIb/IXIV
Le complexe GPIb/IX/V représente, après l’intégrine a2133, le récepteur le plus
abondant à la surface des plaquettes où il occupe un rôle de premier plan dans l’adhésion
des plaquettes sous hautes forces de cisaillement. Même si les plaquettes sont exposées à
une panoplie d’agonistes dans le microenvironnement de la lésion vasculaire, il est
devenu apparent que l’interaction de ligands, tels que le vWF et la thrombine, avec le
complexe GPIb/IX/V est suffisante pour induire une signalisation plaquettaire menant au
réarrangement du cytosquelette, à une mobilisation du calcium intracellulaire et à
l’activation de l’intégrine cI1lbf33i74”7 Effectivement, la GPIb/IX/V est le premier
récepteur plaquettaire à interagir avec le milieu extérieur lors de la cascade d’activation
des plaquettes et il représente, certes, un outil signalétique indispensable à la fonction
plaquettaire.
La stimulation du récepteur GPIb/IX/V déclenche l’activation de deux principales
voies signalétiques dans les plaquettes; la première est responsable du réarrangement du
cytosquelette et la deuxième mène vers l’activation de l’intégrine a11bf33.’76 On ignore, par
contre, si ces deux événements proviennent de deux voies signalétiques distinctes ou si
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elles représentent deux conséquences séparées issues d’une voie initiale commune. Les
mécanismes exacts de la polymérisation des filaments d’actine et du réarrangement du
cytosquelette sont peu caractérisés, mais il semble que les protéines associées au
complexe GPIb/TX/V, telles la calmoduline, la flamme A et le dimère 14-3-3-Ç, sont
impliquées dans ces phénomènes.80’177’178
La liaison du vWF au complexe GPIb/IX/V déclenche des voies de signalisation
qui mènent à l’activation de l’intégrine a11b133 et ce, indépendamment de la participation
d’autres récepteurs plaquettaires. Cette cascade intracellulaire dépend de l’activation de
plusieurs molécules signalétiques, soit les tyrosines kinases Syk, FAK, Src et PyK2, la





Figure 12: Modèle des mécanismes signalétiques déclenchés par le complexe GPTb/IX!V suite à la liaison
du VWF. Canobbio J., Balduini C., and Torti M. Signalling through the platelet glycoprotein lb-V-IX
complex. Cellularsignaling. 2004. 16, 1329-1344.
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Il existe deux principaux mécanismes signalétiques déclenchés suite à l’activation du
complexe GPIb/IX/V par le VWF; la première implique l’activation de la P13-kinase et
du dimère 14-3-3Ç et la deuxième est régulée par les récepteurs FcRyet Fc’yRIIa. Chacune
de ces voies est capable, à elle seule, de déclencher l’activation de l’intégrine allbP3.
Le complexe GPIb/IX/V est associé au niveau de la membrane avec les récepteurs
fcRy et FcyRIIa •et l’activation du complexe déclenche une signalisation via ces
récepteurs.’79’8° La signalisation découlant des récepteurs FcRy et FcyRIIa est similaire à
celle observée suite à l’activation de la GPVI, où la phosphorylation de la tyrosine kinase
Syk provoque l’activation des PKCs par l’action de la PLCy2 (figure 12).I78l
L’activation de la Syk peut parallèlement favoriser la synthèse de TxA2 via la p3$MAPK
et la cPLA2. La TxA2 peut, par la suite, activer son propre récepteur et accroître
l’activation de la PLCy2182184 Cette cascade signalétique ne semble pas être essentielle à
l’activation de l’intégrine Œ11b133, mais serait plutôt responsable de potentialiser la voie de
la P13-kinase et du dimère 14_3_3.185
La deuxième voie de signalisation issue de la GPIb/IX/V comprend l’activation
de la P13-kinase, du dimère 14-3-3Ç, de la tyrosine kinase Src, de la FAK et de la PyK2
qui, conjointement, forment un complexe au niveau de la queue cytoplasmique de la
GPTb/IX!V.6 La fornrntion de ce complexe serait nécessaire à l’activation de la P13-
kinases et de la taline, ce qui pemettrait l’activation de l’intégrine U[Ib33. Toutefois,
comme l’activation de l’intégrine a!1b133 nécessite une élévation en calcium intracellulaire,
certains investigateurs stipulent que ce complexe protéique favorise l’activation de la
PLCy2.’57 L’activation de l’intégrine a11bJ33 serait ainsi régulée par l’action de la
PLCy2 et non directement par la P13-kinase et la taline. Cette dernière hypothèse
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demeure pour le moment incertaine et des études futures à ce sujet seront nécessaires afin
de confirmer cette possibilité.
Le complexe GPIb!IXJV possède aussi un site de liaison de haute affinité pour la
thrombine et il semble que cette interaction soit capable de déclencher une signalisation
intracellulaire favorisant l’activation p1aquettaire.188192 Cependant, les mécanismes
exacts impliqués dans ce phénomène sont peu caractérisés et encore débattus.
Néanmoins, les protéines signalétiques incluant la tyrosine kinase Src et de la P13-
kinases, ainsi que de la Rho kinase et de la MEK1/2, occupent apparemment une fonction
importante dans la signalisation du complexe GPIb/IXIV par la thrombine.’93’194 De plus,
la GPV du complexe GPIb/IX/V possède un site de clivage pour la thrombine et certains
investigateurs stipulent que ce clivage enzymatique permet la dimérisation des deux
molécules de GPIbŒ avoisinantes (figure 4), facilitant ainsi la transduction de signaux
C intracellulaires.’75”89 À l’heure actuelle, cette hypothèse fait l’état d’un débat important et
des éttides plus approfondies à ce sujet seront nécessaires afin d’identifier clairement les
mécanismes d’activation de la GPIb/IXN suite à la liaison de la thrombine.
1.5.4 Les PARs
Les PARs (proteinase-activated receptors) sont des récepteurs à serine protéinases
à sept passages transmembranaires couplés aux protéines G. À ce jour quatre PARs ont
été identifiés et leur distribution tissulaire n’est pas uniquement limitée aux cellules
impliquées dans l’hémostase, mais aussi à celles jouant un rôle dans la neurologie, la
physiologie cardiaque, et même dans les phénomènes métastasiques. PAR1 est le
récepteur plaquettaire prédominant à la thrombine, mais il est également retrouvé dans la
n
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plupart des tissus humains, surtout dans les cellules impliquées dans la régulation de
l’hémostase, soit les plaquettes, les cellules endothéliales et les cellules musculaires
lisses.’95’98 PAR2 est le seul récepteur de la famille des PARs à ne pas être clivé par la
thrombine, mais plutôt par la trypsine et la tryptase.9920° Pour cette raison, il ne constitue
pas un récepteur à la thrombine, malgré qu’il possède des mécanismes d’action
structuraux et fonctionnels semblables aux autres PARs. Totitefois, son expression
tissulaire est plus ou moins ubiquitaire.20° PAR3 est exprimé dans les cellules de la
moelle osseuse, dans les cellules endothéliales vasculaires et très faiblement dans les
N) I -N)’plaquettes: = ‘ Fmalernent, PAR4 constitue le deuxierne plus important recepteur
plaquettaire à la thrombine. 11 est également retrouvé dans la majorité des tissus avec une
forte expression dans les poumons, le pancréas, la glande tyroïde, les testicules et le petit
‘04intestin.
Les plaquettes humaines possèdent un double système signalétique comprenant
deux récepteurs à la thrombine fonctionnant conjointement. Ce système inclut les
récepteurs PAR] et PAR4 qui, ensemble, sont responsables de la grande majorité de la
réponse cellulaire déclenchée par l’action de la thrombine.20 PARi est
approximativement 10 fois plus sensible que PAR4, ce qui veut dire qu’il est activé par
des concentrations de thrombine largement inférieures à celles de PAR4 (mM pour
PAR1 vs l0-3OnM pour PAR4).198204 PAR4 serait possiblement fonctionnel lorsque les
plaquettes sont exposées à de fortes doses de thrombine et que PAR1 est désensibilisé.
Ainsi, l’activation et l’agrégation plaquettaire en réponse à de faibles doses de thrombine
sont médiées par PAR 1, tandis que la stimulation plaquettaire à de forte concentration de
thrombine est gouvernée par PAR4.206
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La stimulation des PARs engendre une forte activation plaquettaire qui mène
ultimernent à la réorganisation du cytosquelette et à l’activation des intégrines, tel
l’intégrine uIIbP3; phénomènes cellulaires essentiels à l’adhésion ferme et à l’agrégation
plaquettaire. Les voies de signalisation déclenchées suite à l’activation des PARs
impliquent t’hydrolyse de la phosphoinositide (PI), fa phosphorylation de plusieurs
protéines, l’augmentation en calcium intracellulaire libre et la suppression de la synthèse
de l’AMPc (l’AMPc est un puissant médiateur de l’inhibition plaquettaire). Les protéines
hétérodimériques G c43y sont responsables des diverses cascades signalétiques découlant
de l’activation des PARs.9 Les plaquettes contiennent plusieurs familles de protéines G,
Gas, Gai, Gaq et Gi213, et au moins deux isoformes de la PLC, PLCf3 et PLCy, tous
impliqués dans la signalisation plaquettaire à la thrombine, à l’exception de la PLCy qui
occupe un rôle important dans l’activation au collagène.15320721° La figure 13 résume les
principaux mécanismes de signalisation plaquettaire suite à l’activation des PARs.
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Il existe trois principales voies signalétiques impliquées dans l’activation des PARs, soit
celles découlant des protéines Guq, G12, 3 et La stimulation de Gaq active la voie de
la PLCf3, ce qui favorise l’activation des PKC et la libération du calcium intracellulaire
sous l’action du DAG et de l’W3, respectivement.2’ I Cette voie est requise pour
l’activation des intégrines et ainsi pour l’agrégation plaquettaire. La voie G1213 est
impliquée dans le changement de foi-me plaquettaire et dans le réarrangement du
cytosquelette par l’intermédiaire des protéines Cdc42 et Rad sous l’action de la
pll5RhoGEF.212214 Finalement, la stimulation de G1 est responsable de l’inhibition de
l’adenyl cyclase et de l’AMPc:
Même si les cinétiques d’activation de PAR1 et PAR4 diffèrent, PAR1 étant plus
sensible à la thrombine que PAR4, les mécanismes de signalisation déclenchés par ces
deux récepteurs sont sensiblement les mêmes. Tous deux semblent être couplés à Guq et
G117;13, permettant ainsi l’activation de la PLC3 et de la pi 15RhoGEF, respectivement
(figure 14). Toutefois, comparativement à PARI, PAR4 est incapable d’inhiber la
formation d’AMPc, ce qui suggère qu’il n’est pas couplé à G(1.216 De plus, la stimulation
de PAR4 déclenche une réponse signalétique plus soutenue que celle de PARi. Ce
phénomène est démontré par la cinétique calcique intracellulaire, où PAR1 provoque une
forte mais brève augmentation en calcium, tandis que l’activation de PAR4 engendre une
plus faible mais plus longue augmentation en calcium.217218
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Figure 14: Rôle de PARI et PAR4 dans la signalisation plaquettaire à la thrombine. (Alan D. Michelson.
Platetets. 2002.)
1.5.5 L’inté%rine afl
L’intégrine Œ11bt33 est sans équivoque le récepteur plaquettaire le plus fondamental
à la fonction plaquettaire. Avec ses $0 000 copies par plaquette, il occupe une place
primordiale dans l’agrégation, mais aussi dans l’adhésion plaquettaire. Suite à l’adhésion
ferme des plaquettes à la matrice sous-endothéliale, l’intégrine a11b133 change rapidement
de conformation, ce qui favorise la liaison du fibrinogène et la formation d’un agrégat
plaquettaire. L’interaction du fibrinogène avec l’intégrine Œ11bf33 confère aux plaquettes
une force adhésive leur permettant de résister aux pressions hémodynamiques de la
circulation, mais elle engendre aussi une signalisation intracellulaire outside-in qui
contribue à la solidification et à l’irréversibilité de l’agrégat plaquettaire.219 En plus d’être
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essentielle à la formation d’un agrégat plaquenaire ferme et stable, cette signalisation
favorise la dégranulation complète des plaquettes, et leur confère une activité
T)Oprocoagulante:
La signalisation plaquettaire ot,tside-in débute suite à la liaison du fibrinogène et à
la formation d’amas des récepteurs cLIIbf33 (clustering) à la surface rnernbranaire.2L222 Des
études effectuées à l’aide de plaquettes humaines et sur des cellules Cl-10 (chinese
hamster ovaiy) transfectées avec le récepteur UI 1h133 ont révélé la présence d’au moins
trois voies signalétiques outside—in distinctes (figure 15).223224
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La première voie résulte de l’activation de la tyrosine kinase Syk, la deuxième provient
de l’activation de la 175FAK et la troisième débute par la phosphorylation des résidus
tyrosine de la queue cytoplasmique de la chaîne f33 (figure 15). La voie caractérisée par
l’activation de Syk et celle de la ppl25’ sont toutes deux déclenchées suite i la
formation de clusters des molécules d’aIIbf33.225226 Cependant, la voie de la ppl25
requiert, en plus, la stimulation plaquettaire à l’aide d’agonistes spécifiques, tels la TxA7
ou l’ADP.226 De plus, l’activation de Syk nécessite la queue cytoplasmique des deux
sous-unités du récepteur, l’Œ]Jb et la f3, comparativement à la voie signalétique de
l’activation de la 125FAK qui ne requiert que la sous-unité f33225
L’activation de la voie cellulaire médiéc par la tyrosine kinase Syk provoque la
phosphorylation séquentielle des protéines CbI, Vavi, Rac et PAK. Cette signalisation
est impliquée dans la formation de lamellipodes et dans l’étalement plaquettaire (focal
adhesion).227228 Cette cascade signalétique permet aussi l’activation de la SLP-76, une
molécule adaptatrice multifonctionnelle activée par la tyrosine kinase Syk (figure 15).229
SLP-76 interagit avec la protéine Nck, ce qui permet le recrutement de PAK, la protéine
effectrice de Rac. Aussi, SLP-76 interagit avec la SLAP-130, une autre molécule
adaptatrice pour, ensuite, lier la protéine VASP et favoriser la formation de lameltipodes
plaquettaires.
La deuxième signalisation outside-in provient de l’activation de la protéine fAK
(pp125’). Cette voie est peu caractérisée, mais il semblerait que l’activation de FAK lui
peniiettrait d’interagir avec la protéine Hic-5, une molécule adaptatrice impliquée dans le
phénomène d ‘ étalement plaquettaire.223
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Finalement, la queue cytoplasmique de la sous-unité f33 contient deux motifs
NXXY servant de séquences qui interagissent avec certaines protéines contenant des
domaines de liaison phospho-tyrosine. Les résidus Y747 et Y759, compris dans la
séquence des motifs NXXY, se retrouvent phosphorylés suite à l’agrégation plaquettaire,
ce qui génère des sites de liaison pour plusieurs molécules signalétiques, comme la Shc23°
Les motifs NXXY de la sous-unité f3 possèdent aussi un site de reconnaissance pour la
myosine et cette interaction semble occuper une place importante dans la rétraction du
caillot sanguin in vitro.23 L’importance physiologique de la signalisation otitside-in de la
sous-unité f3 provient d’études chez des souris transgéniques où les résidus tyrosine 747
et 759 des motifs NXXY de la sous-unité f3 furent substitués par des résidus
phénylalanines. Les plaquettes de ces souris semblent être incapables de former des
agrégats plaquettaires stables et démontrent un temps de saignement prolongé.219
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Chapitre II
Les Protéines Kinases C
2.1 Structure et fonction des Protéines kinases C
Les protéines kinases C (PKC) constituent une famille ubiquitaire de kinases
sérine/thréonine qui occupent un rôle primordial dans le contrôle et la régulation de
divers mécanismes cellulaires, tels que la prolifération et la différentiation cellulaire, la
survie, l’apoptose, et la sécrétion. Depuis leur découverte en 1977, les PKCs ont suscité
un énorme intérêt scientifique se rapportant à plusieurs domaines d’étude et nous
possédons, à ce jour, une meilleure compréhension de leur diveisité fonctionnelle et de
leur régulation pathophysiologique. Cependant, malgré ces avancements, l’implication
spécifique des différentes isoformes des PKCs dans les processus physiologiques
normaux demeure mal caractérisée. L’élucidation de ces mécanismes amélioreront nos
connaissances sur les modes d’action spécifiques de ces enzymes dans les différents
tissus et constitueront, certes, un potentiel thérapeutique de choix dans le traitement de
nombreuses pathologies reliées aux PKCs.
La famille des PKCs comprend 12 isoformes classées en trois sous-groupe
structurellement et fonctionnellernent distincts.58 Les isofonnes conventionnelles
(PKCc), PKCu, PKCI, PKCf3II et PKCy, sont régulées par le diacyglycérol (DAG) et le
Ca2; les isoformes nouvelles (PKCn), PKOE, PKC, PKCO. PKCri et PKC1i, sont
insensibles au Ca2, mais dépendent du DAG; puis les isofonnes atypiques (PKCa),
PKC et PKCt/2, sont insensibles au Ca2 et au DAG (figure 16).
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Rigu1atory Domiin Catalytic demain
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Figure 16: Structure des domaines régulateurs et catalytiques des PKCs. Les différentes isoformes sont
divisées en trois catégories, soit les PKCc, les PKCn, et les PKCa. Les régions conservées (Cl-C4) et
variables (Vl-V5) des PKCs sont indiquées dans tes domaines régulateurs et catalyÏiques. Idris 1., and
Donnelly GR. Protein kinase C activation : isozyme-specific effects on metabolism and cardiovascular
complications in diabetes. Diabetologia. 2001. 44:659-673.
La structure primaire des PKCs est divisée en quatre domaines conservés, C1-C4, séparés
par cinq régions variables, V1-V5. Les régions Cl, C2, Vi, V2 et une partie de V3 de la
portion NH2-terminale de la chaîne polypeptidique constituent le domaine régulateur,
alors que les régions C3, C4, V4 et V5 en CO2H forment le domaine catalytique.232
Chacune des 12 isofornies des PKCs possêdent un domaine catalytique (C3, V4, C4, et
V5) identique et les différences structurales parmi les isofornies se situent au niveau des
régions conservées et variables du domaine régulateur.233234
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Les domaines fonctionnels se situent dans les régions conservées (C1-C4). Le
domaine Cl contient deux motifs répétés riches en cystéine retrouvés dans toutes les
isofonnes, excepté pour les PKC atypiques (PKCÇ et PKCt/X) qui ne contiennent qu’un
des deux motifs (figure 16).235237 Ce domaine possède un site de liaison pour le DAG et
la phosphatidylsérine (PS) et est essentiel à l’activation de la kinase.2323 Le domaine
conservé Cl contient aussi un site d’interaction pour les activateurs pharmacologiques,
tels que le phorbol ester (PMA).238239 La liaison du PMA requiert la présence des deux
motifs cystéines, tandis que le DAG et la PS n’interagissent qu’avec un des deux
rnotifs210212 le premier motif étant responsable de la liaison du DAG et le second de la
PS. Le domaine régulateur C2 n’est retrouvé que dans la famille des PKC
conventionnelles et est responsable de la liaison du Ca2 233243245 La délétion de ce
domaine réduit considérablement l’activation des PKC conventionnelle, ce qui suggère
que la présence de Ca2 est essentielle à l’activité kinésique de cette famille.246247 Le
domaine catalytique C3 est présent dans toutes les isofonnes des PKCs. Cette région
constitue le site de liaison à l’adénosine triphosphate (ATP) et cette interaction est
fondamentale à l’activation des PKCs. D’ailleurs, la majorité des inhibiteurs
pharmacologiques des PKCs employés aujourd’hui bloquent le domaine catalytique C3,
ce qui empêche la liaison de l’ATP à son site d’interaction.21219 Finalement, le domaine
C4 représente le site de reconnaissance pour les substrats des PKCs. C’est à cet endroit
que les PKCs interagissent avec leur substrat et les phosphoryIent.2322°
Les PKCs sont exprimées ubiquitairement à travers les différents tissus de
l’organisme, cependant chaque isofonne montre une distribution particulière. Le tableau
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2.1 résume la principale distribution tissulaire de chaque isoforme des PKCs ainsi que les
facteurs requis pour leur activation.251
Tableau 2.1 Distribution tissulaire et facteurs d’activation requis pour les PKCs
Isoformes Distribution tissulaire Co-facteurs requis
Ca2 DAG PS
PKCc (conventionnelles)
u ubiquitaire V V V
f31 ubiquitaire q’ V V
f311 ubiquitaire V V V
y cerveau V V V
PKCn (nouvelles)
ubiquitaire - V V
e cerveau,coeur - V V
rI coeur, peau. poumons - V V
O muscle, cerveau, cellules sanguines - V V





t!?, reins, cerveau, pancréas
-
- V
Tel que mentionné plus haut, les PKCs jouent un rôle fondamental dans la
régulation d’une multitude de mécanismes cellulaires. La nature de la réponse cellulaire
engendrée par les PKCs est intimement reliée aux mécanismes menant à leur activation,
de même qu’aux différents substrats et protéines d’interaction présents dans un type
cellulaire donné. En effet, la fonction première des PKCs est d’interagir avec une
protéine cible particulière, ce qui permet l’activation et la régulation d’une activité
biologique cellulaire bien précise, telle que la sécrétion, la différentiation ou l’apoptose.
Les protéines d’interactions des PKCs peuvent être classées en quatre catégories;22 soit
les protéines qui redirigent les PKCs vers leurs activateurs placés en amont (trafficking);
celles qui permettent la localisation des PKCs vers des compartiments cellulaires bien
spécifiques, tel que le cytosquelette; les protéines qui agissent comme substrats pour les
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PKCs: puis, finalement, les protéines d’interaction formant un complexe signalétique













Figure 17: Mécanismes d’action des protéines interagissant avec les PKCs. Au niveau moléculaire, ces
protéines sont classées en quatre catégories fonctionnelles distinctes. A) Les protéines qui redirigent les
PKCs vers leurs activateurs en amont, B) les protéines d’interaction favorisant la translocation des PKCs
vers des compartiments intracellulaire spécifiques. C) les protéines servant comme substrats pour les PKCs
et D) les protéines formant un complexe signalétique avec les PKCs. C-KIP= Protéines d’intéraction des
PKCs. Poole AW., Pula G., Hers L, Crosby D.. and Jones ML. PKC-interacting proteins: from function to
pharmacology. TRENDS in Pharmacological Sciences. 2004. 25: 52$-535.
Une des fonctions majeures de ces protéines d’interaction consiste à réguler
l’activation même des PKCs. Cette catégorie de protéines oriente les PKCs vers leurs
activateurs principaux, comme le DAG. À titre d’exemple, la protéine InaD (inactivation
no-after potentiel protein) retrouvé chez la Drosophile interagit directement avec les
PKCs pour favoriser leur acheminement vers la phospholipase C, ce qui résulte en leur
activation: Par ailleurs, certaines protéines tnteragissent avec les PKCs afin de
permettre leur localisation vers des compartiments cellulaires particuliers, tels que le
cytosquelette riche en actine; le cytosquelette constitue une cible de régulation importante
des PKCs où elles interagissent avec d’autres protéines cibles, comme des récepteurs
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membranaires.24 La grande majorité des protéines d’interaction des PKCs sont qualifiés
de substrats, c’est-à-dire que leur interaction avec les PKCs engendre leur
phosphorylation.255’256 Le domaine C4 des PKCs possède un site de liaison attribueé à la
reconnaissance de leur substrat. Comme toute autre kinases sérine/thréonine, les PKCs
catalysent le transfert d’un groupement phosphate terminal d’une molécule d’ATP à un
résidu thréonine ou sérine (moins fréquent) d’une protéine cible. Les substrats protéiques
des PKCs contiennent des motifs présentant des séquences particulières, telles que
S*/T*XK/R, K/RXXS*/T*, K/RXXS*/T*XK/R, K/RXS*/T*, ou KIRXS*/T*XK/R (I =
ou, * = site de phosphorylation, et X = n’importe quel acide aminé), leur conférant ainsi
une certaine spécificité.257 À ce jour, plus de 150 substrats protéiques des PKCs ont été
idenfifiés.25826° Ces protéines incluent des récepteurs membranaires et nucléaires, des
protéines G, des enzymes, des protéines du cytosquelette, des proto-oncogènes, et toute
autre protéine possédant une séquence cible pouvant être reconnue par les PKCs.
Finalement, les PKCs peuvent interagir avec des protéines signalétiques, telles que
d’autres kinases, afin de former un complexe protéique pouvant déclencher une réponse
cellulaire particulière. Un exemple typique de ce genre d’interaction protéique est
retrouvé dans les plaquettes où les tyrosines kinases Fyn et Btk interagissent avec les
PKC et O respectivement afin de réguler l’activité kinésique de ces protéines et de
déclencher l’activation d’une voie signalétique spécifique.21’22 Au cours des dix dernières
années, une multitude d’interactions protéiques avec les PKC ont été rapporté et les
années à suivre révéleront certes la présence de nouveaux partenaires d’interactions
importants dans l’activation et la régulation de divers mécanismes cellulaires. Le tableau
2.2 illustre une liste de protéines d’interaction des PKCs récemment identifiées.22
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Tableau 2.2: Protéines d’interaction des PKCs récemment identifiées
DAGiC, through tho cutalytic domain of OAGK
Pantin, through tho C1B domain of PKC
Pilamin A
Lamin A, through ‘15 and C2 damai os of
PKC u
Lamin Bi, thrauph Vi and C2 damai os of
PKC
PLO2 intoracm sith PKC-a but not vÂth PKC t
Syndocan 4, throuqh its cytopiasmic damais
Kainato rocoptars, modiamd by PICK1 and GRIP
PKK IR1P4I in B colis
ORK2 through its PH domain
Gravin, which alsa associatos with PKC u but flot
v.ith PKC
insulin rooeptor. thraugh tho catalytic damain af
PKC-liN: PKC ii and PKC t aiso iotoract
Poricontrin, Ùiraugh tho CiA damain af PKC 41
Actin. thraugh tho C2 damain af PKC t
PW1 in molanoma colis: PLD1 alsa associatos
with PKC u
Fyn tyrasino kinaso but not Syk, Src and BUt Fyn
dam not intoract with PKC
PDGE iand Src
Multipla Src family kinason indudiog Src and Lyn
INF u mcoptor
tNhtt (huntingbn), which tisa associatos with
PKC u and PKC
gpi3O via STAT3 binding ta ffio cataiytic domain
ofPKC
143 at. which tisa intoractswith PKC u
Bat, and 17 othor pratoins in a promamic scmnn
CyphertZASP through its UM domain, which tisa
assaciatos wfth PKC u and PKC
Enigma homo laqua promin
Lck
MAPK




Src, Ûtrough muitiplo intoraction sitos
Mitochonddal pormoabiiity transition para
protoins
lnsuiin granulas: PKC u does not amociate
NHEHE1 via NACK1
N typo Ca2’ channol via onigma homologua
pratoin
lntegdn pchains via HACK1
111 otogrin
ul and u4 subunits of tho GABA rocoptor, which
do flot interact with PKC t and PKC
Btk thraugh itt PH damain; Btk daos not intoram
v.th PKC u, PKC ii. PKC , and PKC-i
Cytokine inducod SH2 protain, which tisa
intoracts with PKC u and PKC•li
Par B adaptor thraugh its PB1 and OPCA domaios
Nab2 through the Rab2 N torminus and PKC tit
roguiatory domaio
PAR4, an inhibitar af atypical PKCs
RAFB via pB2 adapmr
i.B kinase
ZIP3, ffiraugh soveral domains of ZIP3
CPI 17, through cysteioe rich domaio of PKCs
gC1qBP
Caotmlnthe availubiiïty of DAG far PKC activation
Hoqulation of ccli matrix contacts
Noguiation of ccli matit contatts
Nooplastic transformation
Nooplastic transformation
PKCu interaction reguiates PLD2 activity
Localisation of PKCu
Syoaptic transmission through kainato and AMPA
moeptors
B-cou doveiopment and praliforation
GRK2 nogutively rogulates PKC 1
in neuronal colis, gravifi acts as an isozymo
solective scaffoid
iohibits insulin reoeptor activity in adipocytes
Interaction mquirod for cytakinesis
Crucial for activation of NKCC1 in airway opithelia
PKC-u-mediatod activation ofPLD1 in inhibimd by
associatod PKC
Reciprocai kinase rogulation in platelets
Reactive oxygon inducod remodoliing ofvaswiar
smooth muscle
Src family kinaso activity is roquired for activation
of PKC t
Anti-apoptotic in ooutrophils
Pro-apopsotic in nouronal colis
Important raie in IL-8 signailing
14 3-X difforontiully rogulates PKC u and PKC- in
PC12 colis
Anti-apaptoec in humafi prottam cancor colis
Enhancnd interaction is assaciatnd with diiatod
cardiomyopathy
Pernary complot enablos PKC modiamd
roguiatian of N typo Dit’’ channois
Ca rd iopratecti an
Curdioprotoction by inactivatian of Bad thraugh
phosphaiyiation by PKC
Cou sproading in fibrablaurs
Rocruitmont of NHERE1 ta RACK1 ut u sito distinct
from tho PKC- dto
Nitmrian of PKC-. by NO induoes activation and
intoraction with RACK2
Spocific sitos of intoraction dofinod
Intoraction inhibits mitochondhal pom function,
which ioads ta cardioprotoction
interaction ossontiul for insuhn socrotion in
rosponso ta giucosa
NACK1 mmary complot might ropuluto CL flux
oentroiiod by CRR
iornary complot ta enabla PKC ragulution of
NtypaCa’’ channels
Ccli adhosian in glioma colis
Rncyciiog of ri-intagrin. intraasiog oeil mati hty
Ethanni inducnd GABA rnsponsc in cambrai
oe ocx
Mutuai roqularion of Btk and PKC-1i in plataiets
induction afAP 1 anti NE ,B in TCR signalling
Localization ta epitheliai tight juoctions
Rab2 interaction inhihits PKC if,
Modiatat JNK activation and F cnN diffarontiution
tnrnary complot of TRAFE. p52 and an atypital
PKC in ostoaciasts contrais bonn romodolling
lnfiammatory raspooso in intestinal epidialia
ternary complot midi nourooai GABA mcnptoms
Complot botv.con PKCn, CPi 17, CK1, and CM-u
inhibits MLCP
gCiqBP (p32) coordinams signalling by maoy PKC
isaforms iii hapatocytas
—




































































































2.2 Activatïon et réu1ation des Protéines kinases C
L’activation des PKCs est un processus moléculaire complexe qui requiert la
présence d’activateurs endogènes, tels que le DAG et le Ca2 (pour les PKCs
conventionnelles), mais qui dépend aussi des mécanismes de phosphorylation et de
translocation vers la membrane des kinases. La figure 18 décrit les principaux










Figure 18: Représentation schématique des mécanismes moléculaires de l’activation des PKCs. La voie
d’activation endogène débute suite â l’activation d’un récepteur membranaire et à la production
subséquente du DAG par l’action de la PLC. Le DAG favorise la translocation des PKC vers la membrane
où elles peuvent, par la suite, interagir avec le Ca2 et la phosphatidylsérine (PS). La formation de ce
complexe induit un changement de conformation structurale permettant la liaison et la phosphorylation des
substrats des PKCs. Les PKCs peuvent aussi être activées par des substances exogénes, telle que le PMA
(phorbol ester). Le PMA mime l’action du DAG et du Ca2 en se liant aux deux motifs cystéines du
domaine Cl, ce qui engendre l’activation et l’interaction des substrats aux PKCs. Liu J.Protein Kinase C
and its substrates. Molecular and cellular Enclocrinologv. 1996. 116: 1-29.
L’activation des PKCs est amorcée suite la génération des seconds messagers, le
DAG et le Ca2, produits par l’hydrolyse de la P1P2 membranaire sous l’action de la PLC.
Le DAG interagit avec le domaine Cl de la région régulatrice et cette association favorise
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la transiocation des PKCs vers la membrane plasmique où elles peuvent alors lier le Ca2
et les phospholipides membranaires. tels que la phosphatidylsérine (PS) afin de solidifier
l’ancrage des PKC à la membrane.’826’ La PKC dans sa conformation active est donc
retrouvée au niveau de la membrane au sein d’un complexe protéique comprenant le
DAG, le Ca2 et la PS, tous associés à leur site de liaison respectif sur la kinase.262 Ces
interactions protéiques entraînent un changement confomationnel permettant la liaison et
la phosphorylation des substrats des PKCs.263265 Les mécanismes d’activation des
nouvelles PKCs (PKŒ, PKCE, PKCO. PKCi1 et PKC1i) ressemblent largement à ceux des
PKCs conventionnelles, sauf qu’ils ne requièrent pas la présence du Ca2. Quant aux
PKCs atypiques (PKC et PKCt/7.), leurs mécanismes d’activation moléculaire sont
moins caractérisés, mais elles semblent être insensibles au Ca2t et au DAG.’9 Toutefois,
leur activation nécessite la liaison du PS au domaine C 1 apparenté de la sous-unité
régulatrice, ce qui permet leur ancrage à la membrane plasmique. La PIP3
(phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate), produit principalement par la PI-3 kinase, serait
aussi impliquée dans l’activation et la phosphorylation de cette famille de PKC.266 De
plus, la céramide, un composé dérivé de l’hydrolyse de la sphingomyéline, a été
démonteé essentiel à l’activation complète de la PKC.267
Interactions des PKCs avec des activateurs endogènes
Il existe trois principales substances endogènes pouvant interagir avec les PKCs
lors de leur activation, soit le DAG. le Ca2 et la PS. La liaison du PS est essentielle à
l’activation de toutes les PKCs et cette association pennet principalement l’ancrage des
kinases à la membrane plasmique. Cette interaction peut s’effectuer par une attraction
électrostatique en absence de cations métalliques268, mais elle est toutefois renforcée en
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présence du Ca2”.262’269272 Par ailleurs, de même que le Ca2 renforce la liaison du PS aux
PKCs, le PS accroît le nombre d’ions Ca2 liés au PKCs en absence de PS, une molécule
de PKC lie un ion Ca2”, tandis qu’en présence de PS, au moins $ ions Ca2” se lient à une
molécule de PKC.273 Même en présence de ce complexe PS-Ca2, l’activation complète
des PKCs nécessite une liaison avec le DAG. La principale voie impliquée dans la
production du DAG est celle qui découle de l’hydrolyse de la PIP2 membranaire par la
PLC. Cependant, il semble exister d’autres voies signalétiques pouvant générer le DAG,
telle que l’hydrolyse de la phosphatidylcholine (PC), le phospholipide prédominant des
membranes cellulaires.274276 Cette réaction est catalysée par la phospholipase D (PLD) et
produit l’acide phosphatidique (PA) qui, lui, est dégradé en DAG par la
phosphornonoestérase. En plus d’être essentiel à la translocation des PKCs vers la
membrane plasmique, le DAG augmente l’affinité de l’interaction PS/PKC et diminue la
concentration en Ca2 requise pour l’activation des PKCs. En absence de DAG, les PKCs
ne s’activent que lorsque la concentration intracellulaire en Ca2 est augmentée de 100
fois, ce qui suggère que la liaison du DAG accroît considérablement l’affinité de
l’interaction PKC / Ca2.277278 Bref, dans sa conformation active, la molécule de PKC est
retrouvée au niveau de la membrane sous la fonie d’un complexe quaternaire, incluant le
DAG, le Ca2”, le PS et l’enzyme elle-même; chacune de ces interactions étant influencée
par l’autre.
Outre ces trois principales substances endogènes, les PKCs peuvent aussi être activées
par des composantes lipidiques membranaires, comme les acides gras et les
lysophospholipides: Ces produits derivent essentiellement des membranes
cellulaires et sont catalysés par la phospholipase A2 (PLA2). Les acides gras insaturés,
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tels que l’acide arachidonique et l’acide linoléique sont capables d’activer toutes les
PKCs conventionnelles.282 Cette réaction ne dépend que de très faibles concentrations de
Ca2 (moins de ijiM), ne requiert pas la présence du PS et est potentialisée par le
DAG.283285 Les acides gras insaturés constituent également de puissants activateurs de la
classe des nouvelles PKCs.286 Finalement, les lysophospholipides, en particulier la
lysophosphatidylcholine, peuvent significativement potentialiser l’activation des PKCs
conventionnelles, mais leur action dépend toutefois de la présence des activateurs
principaux des PKCs conventionnelles, soit le DAG, la PS et le Ca2.287’288
Phosphorylation des PKCs
L’activation des PKCs requiert obligatoirement la liaison des substances
activatrices endogènes, telles que le DAG, le PS et le Ca2, mais dépend aussi des
mécanismes de phosphorylation post-traductionnelle de la protéine. La phosphorylation
des PKCs se produit au niveau du domaine catalytique de l’enzyme et ce phénomène est
essentiel à l’activité kinésique et à l’interaction et à la phosphorylation des substrats des
PKCs.289 La phosphorylation des PKCs est un processus qui régule la maturation,
l’activation et même l’inactivation de l’enzyme.
Il existe deux principaux types de phosphorylation, soit l’autophosphorylation sur
des résidus sérine/thréonine et la transphosphorylation sur des résidus tyrosine et/ou
sérine/thréonine.29° L’autophosphoryÏation signifie que la PKC se phosphoryle à elle
même, tandis que la transphosphorylation représente une phosphorylation provenant
d’une autre kinase. À ce jour, plusieurs sites de phosphorylation ont été identifiées et les
résidus impliqués (sérine/thréonine ou tyrosine) varient d’une isoforme de PKC à une
autre. À titre d’exemple, la phosphorylation de la thréonine 500 sur la PKC f311 a été
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démontrée essentielle à l’activation de cette isoforme.291292 Ce résidu semble être
phosphorylé par une autre kinase et constitue donc une transphosphorylation.293 Par
ailleurs, la phosphorylation de la thréonine 497 de la PKCa est requise pour l’activité
catalytique de l’enzyme et des études mutagéniques ont révélé qu’il s’agissait dans ce cas
d’une autophosphorylation.289294 Dû aux différents sites de phosphorylation identifiés sur
les nombreuses isoformes des PKCs, il est difficile d’élaborer un schème de
phosphorylation universelle s’appliquant à toutes les PKCs. Par contre, il semble que
certains événements de phosphorylation demeurent essentiels à l’activité de la grande
majorité des PKCs et il est donc possible d’établir une certaine cascade de
phosphorylation pouvant s’appliquer aux PKC en général. Afin d’atteindre la maturation
complète, les PKCs traversent trois phases de phosphorylation importantes lors de leur
activation. La première phase est obligatoirement une transphospborylation sur un résidu
compris dans la boucle d’activation du domaine catalytique et cette étape confère à la
kinase une conformation la rendant apte à suivre l’autophosphorylation. Par la suite, les
PKC s’autophosphorylent sur la thréonine 641, ce qui pennet à l’enzyme d’être
catalytiquement compétente et de lier ses substrats. Finalement les PKCs suivent une
deuxième autophosphoiylation sur la sérine 660 permettant ainsi la dissociation dc
l’enzyme activée de la membrane au cytosol de la cellule.29°
Transiocation des PKCs vers la membrane
Une des étapes importantes de l’activation des PKCs est la redistribution
intracellulaire de l’enzyme. il est aujourd’hui grandement accepté que l’activation des
PKCs soit associée à la translocation de la protéine du cytosol à la surface membranaire
et que ce mécanisme constitue un indice important de l’activité enzymatique de la
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kinase.29297 Ce phénomène a été démontré dans plusieurs systèmes, mais il semble que
le degré de corrélation entre la transiocation membranaire et l’activation enzymatique
dépend fortement du type de cellule. Par exemple, l’activation des cellules pituitaires
antérieures à la vasopressine, entraîne la phosphorylation de la protéine MARCKS
(myristoylated alanin rich C-kinase substrate), un substrat majeur des PKCs, sans
toutefois provoquer la transiocation des PKC vers la membrane.298’299 Cette étude, ainsi
que d’autres, nous indiquent que même si la translocation des PKCs vers la membrane
plasmique représente en général un indice important de l’activation des PKCs, l’étude de
phosphorylation des substrats des PKCs demeure un outil plus précis de l’activité
enzymatique.
Les mécanismes moléculaires exacts de la transiocation membranaire des PKCs
sont mal caractérisés, mais plusieurs facteurs et protéines impliqués dans ce phénomène
ont été rapportés. Par exemple, la production de phospholipides acides, la présence de
longues chaînes d’acides gras insaturés, un pH acide, la mobilisation intracellulaire
calcique et la présence d’ATP, semblent promouvoir la redistribution des PKCs vers la
membrane plasrnique.262’272300302 L’interaction des PKCs à la membrane implique la
• • ,• ••,liaison des protemes aux PS et est potentialisee en presence de Ca . En plus de se
retrouvées associés aux phospholipides, les PKCs peuvent aussi interagir certaines
protéines d’anci-age de la membrane plasmique, telles que la PKCI (PKC inhibitor
protein), l’annexine I et les RACKs (receptors for activated C kinase).303305 D’ailleurs,
ces protéines possèdent une séquence conservée de 1 6 acides aminés pouvant représenter
un domaine de liaison direct pour les PKCs.303
5$
Plusieurs données expérimentales suggèrent que les PKCs peuvent aussi interagir
avec la membrane nucléaire. Il semble que le domaine catalytique des PKCs se lie à un
récepteur nucléaire spécifique facilitant la translocation des PKCs vers le noyau.306 Par
contre, la nature de ce récepteur et les mécanismes de transiocations demeurent inconnus.
Les PKCs peuvent entraîner la phosphorylation de plusieurs protéines nucléaires, comme
les lamines, l’ADN topoisornérase II, la protéine de liaison CCAAT (séquence d’ADN) et
la myogénine, et il semble que la régulation fonctionnelle de ces protéines soit en partie
dépendante de cette phosphorylation.30731°
Bref, l’activation des PKCs est sans doute un mécanisme moléculaire complexe
qui comprend plusieurs étapes séquentielles et coordonnées, dont les plus importantes
sont l’interaction avec des substances activatrices endogènes, la phosphorylation et la
translocation vers la membrane plasmique.
L’activation et les événements qui suivent l’activation des PKCs sont étroitement
reliés à des mécanismes de régulation bien définis. Ces mécanismes sont essentiels au
bon fonctionnement des PKCs et assurent l’intégrité des effets qui en découlent. Il existe
plusieurs mécanismes de régulation des PKCs, dont les plus importants sont la régulation
par le site du pseudosubstrat, les mécanismes de rétroaction, la désensibilisation
enzymatique et la régulation de l’activité des PKCs par des protéines intracellulaires.
Le site du pseudosubstrat
Au repos, l’activité cellulaire des PKCs est maintenue à un faible niveau par des
mécanismes d’auto-inhibition. Le site du pseudosubstrat est une séquence en acides
aminés comprise entre les résidus 19 et 3 1 de la région Cl du domaine régulateur.263
Cette séquence est impliquée dans le contrôle de l’activité enzymatique des PKCs. Au
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repos, ce site se lie fermement à la région du domaine C4 généralement responsable de
l’interaction des substrats aux PKCs.263’311313 Cette interaction est d’une importance
capitale puisqu’elle maintient l’enzyme sous une forme inactive en bloquant la liaison des
protéines aux PKCs. Suite à l’activation, la liaison du DAG et du PS provoque un
changement de conformation, ce qui libère la région du domaine C4 et permet
l’interaction des substrats aux PKCs.263’314 Le site du pseudosubstrat constitue un des
éléments régulateurs les plus importants et assure le contrôle des mécanismes
intracellulaires.
Les mécanismes de rétroaction
L’activité enzymatique des PKCs est également régulée par des mécanismes de
rétroaction. Cette régulation peut se produire à différents niveaux, soit par des récepteurs
membranaires, des protéines G, des phospholipases et par les PKCs elles-mêmes. À date,
plusieurs boucles de rétroaction entre les PKCs et un nombre de protéines intracellulaires
ont été mises en évidence. Un des mécanismes de rétroaction le plus étudié est celui entre
la PLC et les PKCs. Il a été démontré que les PKCs peuvent négativement réguler
l’activité de la PLC (l’enzyme qui catalyse la formation du DAG).315319 Cette boucle de
rétroaction négative a été observée dans plusieurs systèmes et elle pen1ettrait de limiter
la production du DAG générée par l’hydrolyse de la PIP2.320322 Parallèlement, les PKCs
exercent un contrôle positif sur l’activité de la PLD qui, elle, est responsable de la
production du DAG via l’hydrolyse de la PC.250323 Ces deux mécanismes régulateurs
seraient responsables des deux vagues de production du DAG observées suite à
l’activation cellulaire. La première vague, celle qui provient de l’hydrolyse de la PIP2 par
la PLC, est plus rapide et moins soutenue, tandis que la deuxième vague, hydrolyse de la
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PC par la PLD, entraîne une plus grande production de DAG et est plus persistante.324325
Cette deuxième vague pennettrait l’activation prolongée des voies de signalisation
découlant des PKCs pendant plusieurs heures.250’326 Bref, l’activation des PKCs peut
servir comme un point de contrôle qui limite l’hydrolyse de la PIP2 tout en activant celle
de la PC.
Désensibilisation des PKCs
La stimulation prolongée des PKCs à l’aide d’activateurs directs, tel que le PMA,
peut entraîner la désensibilisation des protéines, par un mécanisme de protéolyse
enzymatique.232’327 Ce processus de régulation a été démontré pour la plupart des
isoformes exposées à des concentrations variées de PMA pour de longues périodes de
stimulation (10-72 heures).32833° Les mécanismes de désensibilisation des PKCs sont
reliés à une dégradation enzymatique et non à une baisse de synthèse protéique puisque
l’inhibition de certaines protéases limite considérablement la désensibilisation des PKCs,
tandis que la cycloheximide (un puissant inhibiteur de la synthèse protéique) n’a aucun
effet sur ce mécanisme.331 De plus, plusieurs protéases, dont la calpaine et les protéases à
sérines, semblent être directement impliquées dans le processus de dégradation
enzymatique des PKCs.327332 Le phénomène de désensibilisation des PKCs nécessite
l’association des enzymes à la membrane plasmique. La liaison des PKCs à la membrane
induirait un changement de conformation exposant ainsi certains sites de clivages
reconnus par les protéases responsables de la dégradation des enzymes.293
Régulation des PKCs par des protéines intracellulaires
Il existe plusieurs protéines d’interaction qui peuvent réguler l’activité
enzymatique des PKCs. Parmi ces protéines, l’inhibiteur I des PKCs (PKC inhibitor I) est
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la mieux caractérisée. Cette dernière est un puissant inhibiteur de l’activité des PKCs,
mais son mécanisme d’action et son implication physiologique demeure encore mal
caractérisés.333334 Toutefois, il semble que cette protéine puisse interagir avec un site de
liaison autre que celui du Ca2, du DAG ou du P5, afin d’empêcher l’association des
PKC à la membrane plasmique.334
Une autre famille de protéines largement impliquée dans la régulation des PKC
est celle des protéines 14-3-3. Ces protéines sont exprimées de façon ubiquitaire à travers
l’organisme et occupent une place importante dans la régulation de divers mécanismes
cellulaires. Les protéines 14-3-3 sont également de très puissants inhibiteurs des PKCs et
sont d’ailleurs nommés les protéines inhibitrices des kinases C (kinase C inhibitor
proteins ou KCIP).305’335 Leur mode d’action consiste à inhiber le domaine Cl des PKCs
et à entrer en compétition avec les substrats des PKCs, tels que l’ATP, le Ca2 et le
DAG.305335336 De plus, les protéines 14-3-3 inhibent aussi la transiocation des PKCs vers
la membrane plasrnique.303
2.3 Voies de signalisation dépendantes des Protéines kinases C
Les PKCs sont impliquées dans une multitude de voies signalétiques régulant la
prolifération et la différentiation cellulaire, la survie, l’apoptose, la sécrétion, et bien
d’autres. Les mécanismes de signalisation médiés par les PKCs dépendent de I’isofonne.
du type cellulaire et de la stimulation en question. La spécificité des voies de
signalisation découle largement de la liaison entre les PKCs et leurs protéines
d’interaction, telles que les RACKs (receptors for activated C kinases) et les STICKS
(substrates that interact with C kinases).253256 Ainsi, chaque isofonne de PKC interagit
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avec une protéine différente et déclenche subséquemment une signalisation particulière.
Somme toute, il existe trois voies signalétiques principales qui découlent de l’activation
des PKCs, soit la cascade signalétique de la Raf/MEKJERK, celle de l’activation de la
NF-KB et de l’AP-l, et la voie signalétique de l’apoptose (figure 19).
figure 19 : Mécanismes signalétiques découlant de l’activation des PKCs. Le DAG est produit suite à
l’activation des récepteurs à sept passages transmembranaires et des récepteurs tyrosine kinases, et
déclenche l’activation des PKCc et des PKCn. Les trois voies signalétiques principales dépendantes des
PKCs sont illustrées : la voie de la Raf/MEK/ERK, de la NF-KB et de I’AP-l, et de l’apoptose. Voir texte
pour abréviations. Yang C and Kazanietz MG. TRENDS in Pharniacological Sciences. 2003. 24: 602-608.
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La voie signalétique des MAPKs (mitogen activated protein kinase) est largement
impliquée dans la prolifération et la différentiation cellulaire dans presque tous les types
cellulaires. Les PKCs participent activement dans la régulation de cette cascade, mais la
réponse physiologique qui en découle dépend de l’isofonne et du tissu en question. Par
exemple, la stimulation des cellules NIH3T3 au PMA, active la PKCŒ et la voie de ERK
afin de promouvoir la prolifération cellulaire.337 Par contre, l’activation de la PKCa dans
les cellules rhabdomyosarcomales humaines, déclenche la cascade signalétique de ERK,
JNK (c-JUN N-terminal protein kinase) et de la p38 MAPK, ce qui favorise l’arrêt de
croissance et la différentiation myogénique.338 Un autre exemple de cette complexité
provient d’études effectuées auprès de cellules musculaires squelettiques L6, où
l’activation de la PKC et non la PKCa par l’insuline, stimule la ERK et la synthèse de
l’ADN.339 Dans cette même optique, malgré que les forces de cisaillement activent la
PKCa et la PKCc dans les cellules endothéliales, seule la PKCa contribue à la stimulation
de ERK.34°
La PKC est généralement identifiée comme une isoforme impliquée dans l’arrêt
de croissance cellulaire et l’apoptose.341343 Toutefois, il a été démontré que cette
isoforme peut activer la cascade signalétique de la ERK afin de réguler la prolifération et
la différentiation cellulaires. Cette signalisation fut observée dans des cellules COS et
NIH3T3 par un mécanisme dépendant de la Raf, mais indépendant de la Ras. Des
réponses cellulaires opposées ont aussi été identifiées pour la PKC.344 Dans la majorité
des systèmes cellulaire, la stimulation de ERK par la PKC déclenche la prolifération et
la survie cellulaire. Par exemple, la stimulation des cellules épithéliales de l’intestin à la
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leukotriène D4 favorise la croissance de ces cellules par un mécanisme dépendant de
l’activation de la PKCE et de la voie signalétique de la ERK.345 Par ailleurs, la PKCE
exerce un effet cardioprotecteur suite à l’ischérnie via l’activation de la ERK et
JNK.346’347 Par contre, dans certaines circonstances la voie signalétique PKCc/ERK
entraîne la mort cellulaire. C’est le cas les cellules épidermiques JB6 où l’activation de
cette cascade induit l’apoptose.348 Bref la voie de la Raf/MEK/ERK est largement
impliquée dans la signalisation des PKCs, mais son activation engendre des réponses
cellulaires bien diversifiées qui dépendent fortement du contexte cellulaire (type de
cellule) et de l’isoforrne de PKC en cause.
La cascade de la NF-KB et de l’AP-l
Les protéines NF-KB (nuclear factor- KB) et AP- 1 (activator protein- 1) sont des
facteurs de transcription impliqués dans le contrôle de l’inflammation, de la survie
cellulaire et de la transformation néoplasique.349 Généralement, l’activation de la NF-KB
résulte de la phosphorylation et de la dégradation de l’IKB (inhibitor of KB), Ufl processtis
déclenché par les IKKs (1KB kinases). La cascade signalétique de la NF-KB et de l’AP-l
est principalement dépendante de l’activation des PKCs. Des études effectuées auprès de
souris transgéniques semblent indiquer que la PKCf3 contrôle l’activation de la NF-KB
dans les cellules lyrnphocytaires 3350.351 tandis que la PKCO serait responsable de ce
mécanisme de régulation dans les cellules Iyrnphocytaires T. Dans ces cellules,
l’activation de la voie PKCO/ NF-KB et AP-1 stimulerait la transcription génique de
cytokines inflammatoires, telles que l’IL-2 (interleukin De plus, une étude
récente démontre que l’activation de la PKCO dans les cellules lymphocytaires T peut
65
activer le facteur nucléaire NFAT (nuclear factor of activated T celis), indépendamment
de la Nf-KB.354 Ensemble, ces études révèlent l’importance de la voie PKC (en
particulier PKCO)/ NF-KB et AP-l dans la régulation immunologique et inflammatoire
des cellules B et T. Ces trouvailles pourraient faciliter le développement d’une cible
thérapeutique dans le traitement des maladies auto-immunes et des lymphomes, par
exemple.
La cascade de l’apoptose
L’activation de certaines isoformes de PKC peut entraîner l’arrêt de prolifération
et même la mort cellulaire, soit l’apoptose. La cascade d’activation de l’apoptose,
découlant des PKCs, comprend les voies signalétiques dépendantes des enzymes
mitochondriales (caspases) et celles indépendantes des mitochondries. La PKC semble
être l’isoforrne principale impliquée dans cette cascade et plusieurs données
experimentales pointent vers son role dans 1 apoptose: Dans les cellules keranocytaires
et HeLa, la PKC est redistribuée vers la membrane mitochondriale en réponse au PMA,
où elle réduit le potentiel membranaire et favorise ainsi la relâche des enzymes du
cytochrome c et l’activation des caspases.342343 De plus, la PKC serait clivée par la
caspase-3 et le fragment catalytique produit par cette réaction pourrait amplifier le signal
apoptotique en cours.355356 Cependant, ce clivage enzymatique n’est observé que dans
des tissus particuliers et qu’en présence d’activateurs spécifiques. Tel que mentionné, les
PKCs peuvent aussi déclencher l’apoptose via des mécanisme indépendants des enzymes
mitochondriales. Un exemple d’un tel mécanisme, provient d’une étude qui démontre que
la PKC peut s’associer avec la membrane nucléaire et provoquer des dommages à la
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structure de l’ADN, pour entraîner par la suite l’apoptose.37 Afin de valider l’implication
de la PKC dans t’apoptose cellulaire, MeckÏenbrauker et al358 ont démontré que des
souris déficientes en PKC possèdent un compte cellulaire en lymphocyte B supérieure
au groupe contrôle.358 Par contre, cette voie signalétique, PKC/apoptose, n’est pas
universelle; dans certains tissus, tels que dans les cellules MCF-7, la PKC est impliquée
dans la prolifération et la survie cellulaire,359 puis dans les cellules tumorales du poumon
elle favorise la croissance et la différentiation cellulaire.36°
En résumé, aucune généralité sur les voies de signalisation dépendantes des
PKCs. et les effets biologiques qui en découlent, ne peut être appliquée; une même
isofornie de PKC peut médier des réponses cellulaires contraires dans des tissus
différents et chacune de ces isoformes semble jouer un rôle bien particulier dans une
même cellule. Bref, la compréhension des mécanismes de régulation des PKCs, tels que
leurs différents partenaires d’interactions ou leurs modes de phosphorylation, est
essentielle à l’élucidation et à l’identification des différentes fonctions signalétiques des
PKCs à l’intérieur d’une même cellule.
2.4 Rôles des Protéines kinases C dans la fonction plagnettaire
Les PKCs, comme dans la majorité des cellules, occupe une place fondamentale
dans la physiologie des plaquettes. Plusieurs isoformes de PKCs ont été identifiées dans
les plaquettes (ci, f3, 6, 9,
, ri. et t) et il est présumé que chacune de ces isofomws joue
un rôle particulier dans la fonction plaquettaire.361365 Malgré que la contribution
spécifique de chacune de ces isoformes dans la fonction plaquettaire soit mal
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caractérisée, il est bien établi que les PKCs, en général, sont indispensables aux grandes
fonctions des plaquettes, soit l’adhésion ferme et l’activation, la sécrétion et l’agrégation.
Adhésion et activation
Tel que discuté dans la section 1.4.1 du premier chapitre, l’adhésion plaquettaire dépend
de trois molécules d’adhésion principales; le complexe GPIb/IX/V, la GPVI et l’intégrine
cL2f3i. La GPIb permet l’adhésion de premier contact sur les molécules du vWF, tandis que
la GPVI et l’intégrine Œ2131 sont responsables dc l’adhésion ferme des plaquettes sur la
matrice.6366 Suite à ces interactions de premier et second contact, les plaquettes s’activent
(via ces principaux récepteurs) et sécrètent de maintes substances, tels que l’ADP et la
TxA2, ce qui favorise le recrutement de plaquettes additionnelles aux sites de lésion.366
De plus, ces interactions entraînent l’activation de l’intégrine Œ11bÇ33 qui, elle, participe
aussi dans l’adhésion ferme des plaquettes à la matrice sous-endothéliale. Bref,
l’activation cellulaire qui découle des interactions de premier contact est essentielle à
l’adhésion ferme des plaquettes et les PKCs sont activement impliquées dans ce
phénomène. In vitro, l’activation plaquettaire au collagène, au vWF, à I’ADP et même à
la thrombine est dépendante des PKCs (voir section 1.5 sur la signalisation
intracellulaire). Ces récepteurs sont couplés soit aux protéines G ou aux tyrosine kinases
et déclenchent l’activation des PLC et des PKCs. In vivo, ou à l’aide de chambres de
perfusion, l’implication des PKCs dans l’adhésion plaquettaire a aussi été démontrée.
L’attachement et l’adhésion ferme des plaquettes aux surfaces de collagène sous
conditions de débit sont dépendants de l’activation des PKCs.367 Malgré que l’activation
des PKCs n’est pas essentielle à l’adhésion rapide des plaquettes, elles sont largement
impliquées dans la stabilisation et l’adhésion ferme des plaquettes aux surfaces de
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collagène. Ceci fut aussi démontré pour l’adhésion des plaquettes aux surfaces de vWF,
où les PKCs seraient essentielles à l’activation de l’intégrine a,IbP3 qui, elle, serait
impliqtiée dans la solidification et l’attachement ferme des plaquettes à ces surfaces368369
Les PKCs sont donc activement impliquées dans l’adhésion et l’activation
plaquettaire; cependant, le rôle exact des différentes isoformes dans ces phénomènes
demeure inconnu. Avec le développement de nouveaux inhibiteurs pharmacologiques
sélectifs aux différentes isoformes de PKC, la fonction individuelle de ces isoformes dans
la physiologie plaquettaire commence à être explorée.
Sécrétion plaquettaire
Plusieurs données expérimentales pointent vers l’importance des PKCs dans la
sécrétion plaquettaire. Par exemple, l’activation des PKCs entraîne la phosphorylation de
plusieurs molécules impliquées dans la sécrétion des plaquettes, telles que Secl et la
syntaxine 4•142,l44 Dans la majorité des cellules sécrétrices, l’augmentation du Ca2
intracellulaire est suffisante afin d’induire l’exocytose, tandis que dans les plaquettes, les
PKCs paraissent occuper une place importante dans ce phénomène. En absence des
PKCs, la concentration en Ca2 requise pour déclencher la sécrétion est largement
supérieure, ce qui suggêre la présence d’un mécanisme de coopération entre le Ca2 et les
PKCs.37° Effectivement, des agents qui miment la stimulation des PKCs par le DAG,
peuvent induire l’exocytose et potentialiser les effets de la sécrétion déclenchée par le
Ca2 ionophore.371373 Par ailleurs, l’inhibition des PKC atténue significativement la
sécrétion des granules par les plaquettes.’4’374
L’implication des PKCs dans la sécrétion plaquettaire est largement plus
documentée pour les granules denses que pour les granules alpha et les lysosomes.
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Effectivement, la sécrétion des constituants principaux contenus dans les granules denses,
tels que la sérotonine (5-HT), l’ADP et l’ATP, est modulée par l’activation des
PKCs.370375377 L’emploi d’inhibiteurs spécifiques des PKCs, atténue considérablement la
sécrétion de sérotonine et d’ATP par des plaquettes stimulées à la thrombine et au
calcium ionophore A23 I De plus. les PKCs sont activement impliquées dans la
sécrétion de sérotonine par l’ADP, le PMA, la vasopressine. elle PAF (platelet activating
factor) 3X0
Récemment, quelques études ont évalué l’implication d’isoformes individuelles
des PKCs dans la régulation de la sécrétion de sérotonine par les plaquettes. La PKC est
une des plus abondantes isoformes de PKC dans les plaquettes362 et elle semble agir de
façon dichotomique dans ce phénomène, selon la stimulation plaquettaire. Lorsque les
plaquettes sont stimulées à l’aide d’agonistes spécifiques des récepteurs à la thrombine,
PAR-1 et PAR-4, la PKC6 est positivement impliquée dans la sécrétion de sérotonine, car
son inhibition limite considérablement celle-ci. À l’inverse, lorsque les plaquettes sont
activées à la convuixine, un agoniste spécifique de GPVI, la PKC6 limite la sécrétion de
sérotonine et, son inhibition, potentialise donc cette sécrétion.23 La régulation de la
sécrétion de sérotonine par la PKC dépend ainsi des mécanismes signalétiques par
lesquels elle est activée. Selon Crosby22 et al la régulation négative de la sécrétion de
sérotonine par PKC est dépendante de son interaction physique avec la tyrosine kinase
Fyn.22 Suite à l’activation plaquettaire à l’alboaggregine-A, un puissant agoniste de GPVI
et GPTb/IX/V, la PKC s’active et interagit avec Fyn, ce qui module négativement la










figure 20 : Schématisation du rôle de la PKC dans l’activation plaquettaire à l’alboaggregine. Suite à
l’activation des récepteurs GPVI et GPIb/IX/V la PKC interagit avec la tyrosine kinase Fyn pour
négativement réguler la sécrétion de sérotonine, la concentration en Ca2 intracellulaire et l’agrégation.
Crosby D and Poole W. Thejounwl ofBiologieal Chemistn. 2003. 27$: 24533-24541.
La PKCO est une autre isofonrte qui fut spécifiquement étudiée dans la sécrétion de
sérotonine par les plaquettes. Suite à la stimulation plaquettaire à I’alboaggregine
(agoniste des récepteurs GPVI et GPIb/IX/V), cette isoforme de PKC interagit avec la
protéine Btk (Bruton’s tyrosine kinase), afin de réguler négativement la sécrétion de
sérotonine. Les investigateurs de cette étude démontrent que l’inhibition de cette
interaction protéique potentialise significativement la sécrétion de sérotonine induite par
l’alboaggregine, mais que l’inhibition des PKCs en général, empêche totalement ce
phénomène.2’
Bref la sécrétion de sérotonine et des granules denses par les plaquettes semble
dépendrent des PKCs; l’inhibition de toutes les isoformes des PKCs limite
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considérablement cette sécrétion, tandis que certaines isoformes spécifiques, telles que la
PKOE et la PKCO, semblent réguler négativement ce phénomène. Ces exemples
démontrent, une fois de plus, la complexité fonctionnelle des PKCs, où chaque isoforme
de PKC possède un rôle bien particulier dans une cellule et qu’une même isoforme petit
médier des effets inverses à l’intérieur d’une même cellule, selon la stimulation cellulaire
et les mécanismes de régulation qui en découlent.
Le rôle des PKCs dans la sécrétion des granules alpha est mal défini. Toutefois, il
semble que la sécrétion de la P-sélectine, composante intégrale des granules alpha, soit
dépendante des PKCs, en particulier des isoformes
,
r et Ç, et non des isoformes
conventionnelles a et 13.24
Agrégation plaquettaire
Les PKCs étant impliquées dans l’activation et la sécrétion plaquettaire, il n’est
pas surprennent d’apprendre qu’ils occupent également un place importante dans le
processus de l’agrégation plaquettaire. Plusieurs études ont démontré leur implication
dans ce phénomène en réponse à une variété d’agonistes plaquettaires. Par exemple,
l’agrégation plaquettaire induite par la trombine, le collagène et le calcium ionophore
A23187 est significativement atténuée en présence d’inhibiteurs sélectifs des
PKCs.37838°38’ De plus, l’activation de l’intégrine a11b133, composante clé du processus de
l’agrégation plaquettaire, est bloquée en présence de ces inhibiteurs, ce qui explique
l’importance des PKCs dans les mécanismes cellulaires menant au phénomène de
l’agrégation plaquettaire.’2
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L’étude du rôle des isoformes individuelles dans le processus de l’agrégation
plaquettaire est cependant mal documentée. Toutefois, il a été démontré que la PKCa est
essentielle à l’agrégation plaquettaire au Ca2”.2° De plus, tel que mentionné auparavant, la
PKOE peut réguler négativement l’agrégation plaquettaire à l’alboaggregine, par son
association avec la tyrosine kinase Fyn.22
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Problématique et hypothèse
Les PKCs constituent une famille polygénique de protéines kinases largement
impliquées dans la physiologie plaquettaire. Les principaux récepteurs membranaires, tels
que la GPVI, la GPIb/IX/V et les PARs, déclenchent l’activation de mécanismes
signalétiques dépendants des PKCs. Cependant, la contribution des diverses isoformes de
PKCs dans la fonction plaquettaire demeure encore mal définie et le défi principal se
rapportant à ce domaine d’étude vise justement à élucider les différents mécanismes de
régulation qui découlent de chacune de ces isoformes.
Nous avons récemment démontré que l’expression de la P-sélectine, à la
thrombine, dépend des isoformes , et Ç, et non des isoformes conventionnelles a et f3.
En se basant sur cette étude et sur les autres études effectuées à ce stijet, il semble que
chacune des différentes isofom-ies de PKCs occupent une fonction particulière dans la
physiologie plaquettaire et il s’avère donc primordial de bien décortiquer le rôle de ces
isoformes dans les divers mécanismes signalétiques générés dans les plaquettes.
Ainsi, les objectifs principaux de cette étude visent principalement à carcatériser
l’implication des différentes isoformes de PKCs dans l’activation et l’agrégation
plaquettaire, en étudiant spécifiquement les mécanismes de signalisation déclenchés par
le collagène (GPVI) et la thrombine (les PARs).
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ABSTRACT
In platelets many PKC isoforms are expressed but their relative contribution to platelet
function is stili unknown. Using isolated human platelets, we report that the novel PKOE
isoform is an essential mediator involved in collagen-induced platelet aggregation and
ceil activation of integrin ŒTIbI33, while thrombin utilizes multiple PKC isoforms to
achieve these functions. Interestingly, PKOE plays differential roles in thrombin-mediated
signaling, where it appears to be involved in PARi - but not PAR4-induced platelet
aggregation. Analysis of enzymatic activity, as measured by protein phosphorlylation and
translocation to the cell membrane upon activation by both tbrombin and collagen,
indicate that PKOE is positively regulated by integrin Œ11bt33. In addition, PKOE triggers
activation of the MEKIERK signaling pathway essential for collagen-induced platelet
activation and aggregation. This study adds new insights into the role of PKOE in platelet
— signaling and function, and reveals its importance in collagen- and PAR-l, but flot PAR
4-induced platelet activation and aggregation. In addition, this study reveals the existence
of a new regulatory mechanism in platelets were integrin Œ11bf33 signaling is required to




Platelets are enucleated blood ceils that play a crucial role in the maintenance of
normal liernostasis but are also actively involved in many pathological complications.
such as thrombosis, restenosis and inftammatoy reactions. Platelet reactions are
mediated by specific celi adhesion molecules that induce adhesion to other platelets,
leukocytes, endothelial ceils, and the extracellular matrix 1-5
Platelet adhesion represents the first step in thrombogenesis. The initial binding of
platelets to damaged blood vessels, which does not necessitate activation, is
predominantly mediated by the interactions of platelet GPIb-IX-V (leucin-rich) with von
Willebrand Factor (vWF) 6 at high shear, and GPIaJIIa (Œ2f3t integrin) with collagen at
low shear ‘. This, in tum, induces platelet signaling and activation which lead to
aggregation through GPIIb/IIIa (a11bf33 integrin) binding to fibrinogen .
C Platelet signaling may be induced by the adhesion process itself and by several agonists
to provoke granule secretion and activation 9-11 One of the most physiologie and potent
agonists, thrombin, activates platelets through proteinase-activated receptors (PARs) 12
Activation of PARi and PAR4 in human platelets induces inside-out signaling383 through
the activation of phospholipase C (PLC and y). On the other hand, collagen prornotes
the adhesion and activation of platelets through its binding to platelet integrin Œ2f31 and
GPVI, respectively (Morton LF 1989, Santoro SA 1991). The binding of collagen to
GPVT stimulates a non-receptor protein tyrosine kinase (PTK) that phosphorylates PLCy.
Activation of PLC stimulates phosphatidyl inositol 4,5-bisphosphate (PIP2), thereby
generating the second messengers I ,2-diacyglycerol (DAG) and inositol 1,4,5-
triphosphate (1P3). 1P3, in turn, mediates the release of intracellular Ca2, while DAG
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activates protein kinase C (PKC) 24 Activation of these two pathways resuits in the
phosphorylation of specific substrates at serine/threonine residues of the rnyosin light
chain by a Ca2t /calrnodulin-dependent protein kinase and phosphorylation of pleckstrin
by PKC.
Protein kinase C (PKC) is a ubiquitous farnily of serine/threonine kinases which
has long been recognized to play key roles in regulating nurnerous aspects ofcellular
functions. It comprises 12 related isoforms, classifled into 3 structurally and functionally
distinguished subgroups 15-18 The conventional PKC isofonns (PKCu, PKCI3I, PKCÎ3II,
and PKC-y) are regulated by both DAG and Ca2, the novel isoforms (PKOE, PKC,
PKCO and PKCr1) are insensitive to Ca2, and the atypical isoforms (PKCÇ and PKCtI)
are Ca2 and DAG insensitive 9 Even thought PKC’s share a high degree ofhomology.
it is believed that particular PKC isoforn3s have unique and specific cellular functions
among different ceil types 253 370,375.380 In platelets, various PKC isoforrns are expressed
23.361.362.365
and it is presumed that each individual isoform plays distinctive roles. Indeed,
several studies have underlined a role for PKC’s in platelet function such as aggregation
and secretion of granular contents. Recently, it has been dernonstrated that PKCa is
involved in calcium-induced platelet aggregation and that it physically interacts with
tyrosine kinases Syk and Src 20.384 Moreover, it appears that PKCO and PKOE eau
interact with tyrosine kinases Btk and Fyn, respectively, to regulate the kinase activity of
each other 21.22 PKOE also seems to be involved in dense granule secretion following
platelet activation 23 We have previously shown that PKC blockade resuits in the
inhibition ofP-selectin expression and binding to neutrophils, as well as complete
abrogation ofGPIIb/TlIa activation and platelet aggregation 21 However, it seems that
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isoform-specific PKCs differential!y regulate platelet activation and P-selectin
expression. In fact, thrombin-induced P-selectin expression is PKC-sensitive, but PTK
and P13-K-insensitive. The nove! PKC isoforms E and ri and atypical Ç , but flot the
conventiona! a and 3 and the nove! isoform, may be involved in this process 24 In spite
of the above studies, the role of individual PKC isoforms in platelet function stili remains
to be elucidated. For instance, it is welI established that colÏagen-induced platelet
activation and aggregation through GPVI is mediated by tyrosine kinase Syk and
activation of PLC’y2 25,26, but very few data exists on the implication of specffic PKC
isoforms and their downstream effectors in this process.
This study was therefore undertaken to examine the role of PKCs, in particular
PKOE, in platelet activation and aggregation. Using thrombin and collagen as two




.PKOE is essential for collagen-induced platelet aggregation and activation of integrin
Œ11bf33, whi!e thrombin utilizes multiple PKC isoforms to induce aggregation and ccli
activation. Nere, we also dernonstrate that, once activated, integrin Œ11b133 positively
modulates the activity ofPKOE, which seems to be a common regulatory mechanism for




Role of Src, Syk and PLC in platelet aggregation and activation
Coliagen activates piatelets by transducing signais through GPVI, via a tyrosine kinase
dependent cascade that culminates in tyrosine phosphorylation ofPLC. Activation of
PLC ieads, in turn, to the generation of second messenger’s 1P3 and DAG, which
mobilizes intraceliular Ca2 and activates certain PKC isoforms, respectiveiy. It was
therefore important for us to first confirm the implication of Src, Syk and PLC in
collagen- and thrombin-induced piatelet aggregation and activation. As depicted in figure
lA, collagen-induced platelet aggregation was inhibited, in a dose-dependant manner, in
the presence of PP 1, Piceatannoi, and U7 13122, which selectiveiy inhibit Src, SyK and
PLC, respectiveiy. In contrast thrombin-induced platelet aggregation was flot affected by
Q the Src/Syk inhibitors, whereas the PLC inhibitor (U73 122) induced 50% inhibition
(Figure 13). The effect ofPLC inhibition on coilagen-induced plateiet activation was
associated with 90% inhibition ofthe integrin aIIbf33 activation and P-seiectin
transiocation to the piateiet surface (figure 1 C). On the other hand, thrombin-induced
platelet activation of integrin ŒIIbÇ33 and P-selectin were iess affected by PLC inhibition,
but stili significantiy reduced by almost 50%. These resuits indicate that piateiet
activation and aggregation by collagen is Src/Sy1dPLC-dependant, whereas these piatelet
responses to tbrombin are partiy mediated by PLC.
Implication of PKCs in platelet activation and aggregation
Since PLC seems to be actively invoived in piateiet function and that PKCs are
downstrearn effectors, we sought to evaluate the specific roie of individuai PKC isoforms
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in platelet function. As illustrated in figure 2A, aggregation of platelets induced by
collagen and thrombin was completely inhibited by the wide spectrum PKC inhibitor,
chelerytrin. However, platelet aggregation was minimally affected by the PKCŒ and
PKC3 inhibitors, HBDDE and Hispidin respectively, or by Gô6976, an inhibitor of both
the conventional PKCu and 3 isoforms. Interestingly, collagen-induced platelet
aggregation was completely blocked in the presence ofthe selective PKOE inhibitor
(rotteirin), while aggregation of platelets by thrombin, in the presence of rottierin was
unaffected. In addition, activation of Œ11b133 in response to collagen, but not to thrombin,
was completely prevented by PKOE inhibition (figure 23). These resuits clearly indicate
that activation ofthe novel PKOE isoform is essential for collagen-induced platelet
aggregation, whereas aggregation by thrombin seems to be mediate by multiple PKC
isoforms.
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Phosphorylation of PKCi by collagen and thrombin
Activation of PKC depends not only on activators such as phospholipids and Ca2 but
also on phosphoiylation ofthe protein. Having shown that PKOE is essential for collagen
but not thrombin-, induced platelet activation and aggregation, we evaluated next its
phosphorylation. As expected, both collagen and thrornbin were able to phosphorylate
PKOE in a time-dependent manner (figure 3A). However, PKOE appears to be
phosphorylated more rapidly by thrombin than by collagen, 30 seconds following
stimulation by thrombin in comparison to 60 seconds by collagen. Interestingly, these
times coincide exactly with the time required to initiate platelet aggregation (30 seconds
for thrombin and 60 seconds for collagen, data not shown). As shown in figure 3B, pre
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treatment of platelets with Rottierin or with U73 122 completely prevented the
phosphorylation of PKOE by collagen, suggesting that PLC is responsible for the
activation of PKC6. Surprisingly, Rottierin, which selectively inhibits PKOE, did flot
prevent its phosphorylation by thrombin. In addition U73 122 was able to inhibit
phosphorylation of PKOE by approximately 50% in response to thrombin. Again, these
resuits are in accordance with the activation and aggregation responses of platelets to
collagen and thrombin.
Regulation of PKCi by integrin ŒIIb3
In order to explain the differences in the phosphorylation of PKC6 observed previously
with collagen and thrombin, we assessed the role ofthe integrin Œ11bf33 in this process.
Since the resuits obtained with the phosphorylation state of PKOE correspond exactly
with those obtained with the activation and aggregation ofplatelets, we presumed that
integrin uIIbf33 might regulate the activity of PKC& In order to support the role of the
integrin uIIbf33 in the regulation ofPKC6, we showed that Reopro or abciximab, a
monoclonal antibody that specifically binds to Œ11bJ33 and inhibits its function was
also able to abolish the phosphorylation of PKOE (Figure 3B) induced by both collagen
and thrombin. These resuits indicate that Œ11bf33, once activated, can positively modulate
the phosphorylation ofPKC&
Transiocation of PKCÔ to celi membrane upon activation
One particular and important aspect ofPKC activation is the intracellular redistribution of
the enzyme from the cytosol to the celi membrane. This mechanism was studied using
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confocal microscopy (Figure 4). In unstimulated platelets, PKOE is distributed across the
cytosol of the celi and redistributed to the membrane upon activation by collagen and
thrombin. In platelets pretreated with Rottierin, U73 122 or Reopro, PKOE was incapable
of transiocating to the platelet membrane upon activation by collagen. In contrast,
thrombin-induced transiocation of PKOE was flot affected by Rottierin and minimally by
U73 122, whereas Reopro prevented transiocation of PKC3 to the membrane. Thus,
phosphorylation and transiocation of PKOE to platelet membrane are intimately linked,
both events being required for enzymatic activation.
Differential role of PKCÔ in PARi- and PAR4-induced platelet activation and
aggregation
Since activation of PKOE does not appear to be a prerequisite in thrombin-induced
platelet aggregation, we sought to evaluate the individual roles ofthe thrombin receptors
PARi and PAR4 in this process. It is well recognized that PARi is the high thrombin
receptor and responds to low thrombin concentration, while PAR4 is only sensitive to
higher concentrations ofthrombin 204,205,386 As illustrated in figure 5A, platelet
aggregation induced by thrombin (0.1 U/mL) and by a PAR 4 agonist was insensitive to
the PKOE inhibitor, Rottierin. On the other hand, the aggregation response to lower
thrombin concentration (0.025 U/mL) and to a PARi agonist were equally signfficantly
inhibited by Rottierin, suggesting that thrombin concentrations of 0.02 5U/mL solely
activate PAR 1, while concentrations of 0.1U/mL are mediated principally through
activation ofPAR4. In order to explore this possibility, we examined the effect of
SCH79797, a selective PARi antagonist, on thrombin-induced platelet aggregation
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(figure 5A) and activation of P-selectin (figure 53). Blockade of PARi abolished platelet
aggregation induced by 0.025 U/mL ofthrornbin, and by PARi stimulation, whule the
aggregation in response to 0.1 U/mL ofthrombin or to PAR4 stimulation was unaffected
by PAR-1 blockade. In addition, the same resuits were obtained when examining the
transiocation of P-selectin to the ceil surface following platelet activation with the
different stimulators, with and without PAR-1 blockade (Figure 5B). Together, these
resuits indicate that PKOE is differentially involved in thrombin-induccd platelet
aggregation; it may be involved in PARi but flot in PAR-4 stimulation.
Activation of the MEK!EKR pathway by PKC6
In platelets, physiological agonists, such as thrombin and collagen can activate mitogen
activated protein kinase (MAPK) signaling pathways, and it is presurned that the PKC
family may be involved in this process. Thus, the MEK/ERK pathway may be an
important downstream effector of PKOE involved in platelet activation and aggregation.
As illustrated in figure 6, platelets pretreated with the MAPK kinase inhibitor, PD9$059,
were unable to aggregate following activation by collagen (Figures 6A and 6C). On the
other hand, thrombin-induced aggregation was unaffected by PD98059 (Figures 6B and
6C). Moreover, activation ofaIIb33 (figure 6D) and translocation ofP-selectin (figure
6E) by collagen, but not by thrombin, were significantly inhibited by PD9$059. Since the
MAPK signaling pathway appears to be involved in collagen-induced platelet
aggregation and activation, we next evaluated the phosphorylation of MEKY/2 and
ERK1/2 upon activation by collagen. As illustrated in figure 7A, MEK1/2 and ERK1!2
were time dependently phosphorylated by collagen. As expected, PD9$059 was able to
C
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prevent the phosphorylation of both MEKY/2 and ERK1/2 by collagen. In addition,
Rottierin and U73 122 also inhibited the phosphorylation ofthese two kinases, which
indicate that PKOE and PLC are involved in this signaling cascade. By contrast, Reopro




o Smce its discovery in 1977, the PKC family has been the attention of numerous
studies and it is well established today that it plays key roles in regulating signaling
events in many ccli types. In platelets. PKC appears to be an important signaling
mediator required for activation, secretion of granular contents and aggregation. Many
PKC isoforms are expressed in platelets but their relative contribution to platelet function
are largely uncharacterized. Therefore, this study was designed to examine the role of
individuai PKC isoforms in platelet activation and aggregation induced by physiological
agonists such as collagen and thrombin. The major findings of this study are fourfold: 1)
activation of PKOE is essential for collagen-induced platelet activation of integrin aIIbF33,
and aggregation, 2) platelet activation and aggregation by thrombin is mediated by more
than one PKC isoform, possibly the novel PKOE isoform in PAR-1 signaling, whereas
PAR-4 signaling requires participation of other PKCs, 3) the activity of PKOE, as
measured by its phosphorylation and transiocation to the piatelet membrane upon
activation by both coïlagen and thrombin, is positively regulated by integrin u11b133, and
4) collagen-, but flot thrombin-, induced stimulation of PKOE triggers activation of the
MEKIERK signaling pathway, which is necessary for platelet activation and aggregation.
It is well established that collagen supports the adhesion of platelets to the site of
vascular injmy via integrin a2f31 and triggers platelet activation via GPVT 128,129 The
binding of coliagen to GPVI resuits in receptor clustering and thereby stimulates the
tyrosine phosphorylation of specific tyrosine residues within an associated
transmembrane protein, the fc receptor y-chain. This leads to the phosphorylation of the
tyrosine Syk leading to the activation of several signaling pathways including PLC.
C
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Activation ofPLC Ieads to the hydrolysis ofPIP2 and generation of DAG, which
activates certain PKC isoforms. Here, we were able to show that coilagen-, but flot
thrombin-, induced platelet aggregation is Src- and Syk-dependant, as dernonstrated by
the efficiency ofthe specffic inhibitors PPY and piceatannol, respectively. Although PLC
inhibition using U73 122 cornpletely prevented piatelet aggregation, uIIbf33 activation and
P-selectin transiocation after coilagen stimulation, it reduced by oniy 50% these platelet
responses to thrornbin. These resuits suggest the existence of PLC-dependent and
mdependent mechanisms in thrombin induced platelet activation and aggregation. In
platelets, many PLC isoforms have been identified and ail evidence suggests that
thrombin activates a G-protein-coupled PLCÇ3 pathway, while signaling through collagen
is rnediated by receptor-bound tyrosine kinases and activation ofPLCy 207.210
Having confinncd the involvement ofPLC in coilagen- and thrombin-induced
platelet aggregation and activation, we evaiuated next which PKC isofonTis are invoÏved
in piatelet function. The implication ofPKC in collagen- and thrombin-induced platelet
aggregation was first conflmied using Chelerytrin, a wide spectrum PKC inhibitor. In
contrast, inhibition ofthe conventionai PKCa and PKCf3, using HBDDE, Hispidin and
Gô6976, showed no effect, while inhibition ofPKC alone, using Rottierin, was
sufficient to completely abolish collagen-, but not thrornbin-, induced platelet activation
and aggregation. These resuits indicate that the platelet response to collagen is Iargely
mediated via PKOE, while the response to thrornbin may involve other PKC isoforrns. In
contrast to our resuits, it has been recently shown that PKC can interact with tyrosine
kinases Fyn to negatively rnoduiate platelet serotonin release, intracellular calcium
response and aggregation 22 However, in that report, piatelets were activated by the
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snake venom alboaggregin-A, which is capable of activating both GPIb-V-IX and GPVI
on platelets. In our study, a physiological agonist such as collagen was ernployed to
achieve platelet activation. and thus. only signaling events rnediated through GPVI were
studied. Therefore, it seems that PKC may play dichotornous roTes in platelet
aggregation, possibly involving differential regulatory rnechanisrns related to the
signaling pathways triggered by different specific receptors.
Platelet aggregation is a process that is accornplished by the adhesive interaction
oftwo active il1b133 receptors on adjacent platelets, via a fibrinogen bridge. Having
established that PKOE is required to achieve this process, we evaluated next its
involvement in the activation of integrin Œ11bf33, and in the transiocation of P-selectin to
the platelet surface upon activation. As expected, collagen-induced activation of integrin
a11b133 was totally dependant upon PKŒ, explaining the incapacity ofplateÏets to
aggregate in the presence ofRottierin. PKOE also seems to be involved, but to a lesser
extent, in integrin aIIbf33 activation by thrornbin. On the other hand, P-selectin
transiocation to the platelet surface, as a marker of alpha granule secretion, was not
affected by PKOE inhibition. These resuits add new insights into the mechanisms of
platelet P-selectin transiocation as reported in our previous findings that the novel and ri
and atypical , but flot the conventional a and [3 and the novel PKCs, may be invoÏved
in this process 24 Here, we were able to show that P-selectin transiocation by collagen
was affected by Rottierin, but onÏy at higher dose (100 1iM) where it interferes with the
PKC isoforrns r, C. and E (data flot shown). Signaling events involved in the transiocation
ofP-selectin to the surface of activated platelets are stiil not fully characterized. For
instance, the involvernent ofPKC may be reTated to its capacity to phosphorylate a
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number of platelet substrates implicated in the secretion of granule contents, such as
147 144 14platelet Sec I protein and syntaxm 4 -.
Phosphorylation of PKC is an essential regulatoiy mechanism required for
complete kinase activity. Hence, having showed the importance of PKOE in platelet
function, it was essential for us to study the phosphorylation state of PKOE upon
activation by collagen and thrombin. Some investigators have reported PKŒ to be
phosphorylated upon stimulation by platelet activators such as thrombin, convuixin and
alboaggregin-A 22,23,387 but activation ofPKOE by collagen is yet to be demonstrated. As
expected, both collagen and thrombin were able to time-dependently phosphorylate
PKOE, as soon as 30 seconds for thrombin and 60 seconds for collagen. These times
happen to coincide with the onset of aggregation induced by both these activators. In
platelets pretreated with the PLC inhibitor (U73 122), collagen-induced PKOE
phosphorylation was completely prevented, which indicates that its activation is
dependant upon the activity of PLC. Surprisingly, U73 122 did flot fully inhibit
phosphorylation of PKOE by thrombin, but rather reduced its activity by approximately
50 %, which would suggest that it may be activated by a PLC (DAG/Ca2}independent
pathway. Rottierin, which selectively inhibits PKOE, abolished its phosphorylation
induced by collagen but flot by thrornbin. Murugappan et al. have recently demonstrated
that Rottierin inhibits the phosphorylation of PKOE and concluded that it affects the
phosphorylation ofthe activity domain ofthe kinase 23 However, in that report,
convulxin-induced phosphorylation of PKOE was profoundïy more affected by Rottierin
than by SfLLRN or AYPGKf activation (PARi and PAR4 activating peptides,
respectively). In our study, the inabiïity of Rottierin to prevent phosphorylation ofPKOE
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by thrombin, suggests that Rottierin does flot directly inhibit the phosphorylation domain
of the kinases or that it may be activated by an alternate mechanisrn, even in the presence
of Rottierin. Thus, the phosphorylation of PKOE has shown again an astonishing
coi-relation with the aggregation resuits obtained in the fist part ofthe study. These
observations lead us to believe that the aIIbf33 integrin might actively participate in the
regulation of PKOE, possibly by positively regulating its activity. Experiments in which
integrin aIIbf33 is blocked by Reopro have shown no detectable phosphorylation of PKOE
upon stimulation by collagen or thrombin. Thus, it is likely that integrin Œ11bf33, once
activated by PKOE, positively regulates PKOE by maintaining its phosphoiylation. This
wouÏd explain the inabiïity of observing any given phosphorylation of PKOE in the
presence of Œ11bf33 inhibitors, such as Reopro. Hence, once PKOE is activated, it quickly
dephosphoiylates, but the subsequent activation ofŒIIbj33, via binding to fibrinogen,
triggers ouside-in signaling events to maintain PKOE activated. Since Rottierin does not
prevent activation of aIIbf33 by thrombin, we were able to observe PKOE activity.
Moussazadeh et al. have reported that thrombin-induced activation of PKOE is achieved
by a Œ11bf33 integrin independent pathway and that the blockade of aIIb f33 does not affect
the phosphorylation activity of PKC6 387• However, the investigators in that report
employed a very high thrombin concentration (5 U/mL) and it is possible that at these
concentrations, PKOE dephosphorylates rnuch slower, thereby allowing the observation
of a phosphorylation even in the absence of aIIbf33. In this study, we conclude that PKOE
is activated independently of Œ11bf33 (the initial activation of PKOE precedes the
activation ofŒIIbf33), but that it may be regulated by the latter. Outside-in signaling of
aIIbf33 contributes to the adhesive strengthening ofthe platelet plug and allows
C
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irreversible aggregation 219 These resuits highlight the importance ofPKOE in the
activation ofallbf33 and in platelet aggregation. They also indicate that inhibition of
PKOE alone is sufficient to abolish collagen- but not thrombin-induced platelet
aggregation. This may be explained by the level of cdIbI33 activation on platelets,
necessary to sustain the aggregation process. Thus, the regulation ofPKOE by aIIbf33
could be ofphysiological significance in that it may participate in the strengthening and
solidification ofthe platelet aggregatc.
Activation ofPKC is associated with transiocation ofthe enzyme from the cytosol
to the celi membrane and can therefore be used as an index of enzyrnatic activation. In
resting platelets. PKOE appeared as uniformly distributed across the cytosol ofthe
membrane and rapidly translocated to the ce!! surface upon activation by collagen and
thrombin. Phosphorylation and ce!1 trans!ocation ofPKOE were intimate!y linked; both
events perfect!y correlate in ternis ofthe activity ofthe enzyme under different
conditions, thus supporting a role for a11b133 in the regulation ofPKC&
Since PKŒ did not appear to be a prerequisite for the induction of thrombin
induced plate!et aggregation, we sought to evaluate its implication in PARI and PAR4
signaling. We were able to show that thrombin concentrations ofO.ÏU/mL preferentia!!y
activate PAR4 whi!e concentrations ofO.025U/mL activate PARi. Interestingly, platelet
aggregation induced by PARi or by thrornbin concentrations ofO.025U/mL appeared to
be sensitive to the inhibition ofPKŒ by Rottierin and thus, provides an explanation as to
why Rottierin was incapable ofaffecting thrombin (O.IU/rnL)-induced p!ate!et
aggregation. h therefore seerns that PKOE may play differential roles in thrombin
signaling depending on the signaling events triggered by different receptors.
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Having established that PKC is required for collagen-induced platelet
aggregation and activation, we evaluated the role ofthe MAPK signaling pathway in this
process. It lias been reported that physiological agonist such as collagen and thrombin can
activate ERK1/2 in platelets and it appears that the PKC farnily may be involved in the
this process 388-390• However, the exact role ofthe MAPK signaling cascade in platelet
function is stili uncharacterized. Here, we have shown that collagen-, but not thrombin-,
induced platelet aggregation, activation ofullbf33, and transiocation ofP-selectin are
sensitive to PD98059, a MAPK kinase inhibitor. These resuits are in accordance with a
previous study indicating that MEKI is not involved in thrornbin nor U46619 platelet
response, while being important in collagen-induced platelet aggregation in addition,
we have demonstrated that MEK1/2 and ERK1/2 are both activated by collagen and
thrombin, and more importantly have established the requirernent for PKC5 and PLC
activation in this process. Moreover, inhibition ofŒIIb3 by Reopro slightly affected the
phosphorylation activity ofMEK1/2 and ERKÏ/2, indicating that PKOE, even if not
regulated by iI1b33, is able to activate and phosphorylate its substrates.
In conclusion, this study adds new insights into the role ofPKOE in platelet
signaling and function, and reveals its importance in collagen- and PAR-l, but flot PAR
4-induced platelet activation and aggregation. In addition. this study shows that integrin
allbf33 contributes to sustain the activity ofPKC, which triggers activation ofa
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Ceil-permeable inhibitors U73 122, Rottierin, PD98059, HBDDE, Hispidin and Gô6976,
were ail purchased from Calbiochem (San Diego, CA). The selective PAR-1 antagonist,
5CH79797 was obtained from Tocris Cookson (Elisville, MO). Phospho-specific
antibodies for PKOE, MEK1/2 and ERKY/2 came from Ceil Signaling Technologies
(Beverly, MA), while anti-phospho PKCŒ and PKCI3 antibodies were purchased from
Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY) and Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz,
CA) respectively. PKC isoform-selective antibodies were obtained from Gibco BRL.
Preparation of platelets
Venous blood (50 to 100 mL) was drawn from heaithy volunteers free from medication
known to interfere with platelet function for at least 10 days before the experiment. Blood
samples were anti-coagulated with acid citrate dextrose (1:5 vol:voi) and prepared as
previously described 3$5,392• Briefly, platelet-rich-plasma (PRP) was prepared by
centrifugation ofwhole blood at 500g for 15 minutes. Platelets were then obtained by
centrifugation ofPRP and resuspended in a Hank’s baianced sait solution (HBSS)
HEPES containing 0.4 mM EDTA (pH 6.5) with 1 jig/mL ofprostacyclin (PGI2). Any
remaining red blood ceils were removed by low-speed centrifugation and platelets were
pelleted and resuspended in HBSS-HEPES buffer (pH 7.4) with Ca2 (1.3 mM CaC12)
and Mg2 (0.81 mM Mg504) and adjusted to a final concentration of 250 x 106/mL using
an automated celi counter (Microdriffi 6, Beckman Coulter). Platelet purity exceeded
94
99% as detemiined by an electronic counter and by light microscopy examination.
Platelets were allowed to stand at 37°C for 30 minutes before further treatment.
Platelet Aggregation
Aggregation of washed platelets was monitored on a 4-channel optical aggregometer
(Chrono-log Corp.). Platelets were prepared as described above at a concentration of 250
X 1 06/mL and pre-incubated with different inhibitors or with a vehicle solution (0.1 ¾
DMSO final concentration) as a control for 5 minutes at 37°C. Samples were then
stimulated with the appropriate agonist (thrombin 0.1 U/mL or collagen 2 jig/mL) with
continuous stirring (1000 rpm) at 37°C. Platelet aggregation was recorded for 5 minutes
and the percentage of aggregation was calculated at that specific time, which corresponds
to the end-point and stabilization time of aggregated platetets.
C
SUS-PAGE and immunoblotting
Platelets were stimulated for the appropriate time, with stirring at 3 7°C, in the presence
or absence of inhibitors and the reaction was terminated by the addition of a 4X SDS
Laemmli sample buffer. Lysates were then boiled for 10 minutes and proteins were
resolved by electrophoresis in 8-10% SDS-polyacrylamide gels. Proteins were
subsequently transferred to nitrocellulose and membranes were blocked with 5 % BSA
for 1 hour at room temperature. Membranes were then incubated overnight at 4°C with
the appropriate primary antibody, washed and labeled with HRP-conjugated secondary
antibody for 1 hour at room temperature. Following additional washing steps, proteins




Activation ofplatelet GPIIb/IIIa and P-selectin transiocation were assessed by FACs, as
described previously 385392 ,using Mabs against P-selectin (clone AK4,Santa Cmz, CA)
and the active form ofGPIIb/IIIa (clone PAC-I, Becton Dickinson). PlateÏets were
prepared at a concentration of 250x106/mL and pre-incubated with antagonists or with
vehicle solution (DMSO 0. 1% final concentration) for 5 minutes at room temperature. P
selectin translocation was measured at baseline and 5 minutes following platelet
activation. Samples were then fixed with 1% paraformaldehyde in phosphate buffered
saline (PBS) (pH 7.4) for 1 hour at 4°C, washed with 0.1% sodium azide in PBS, and
labeled with saturating concentration of monoclonal antibody for 30 minutes at room
temperature in the dark. GPIIb/IlIa activation was determined by incubating PAC-1
antibody in platelet suspension prior to activation, in order to allow PAC-1 binding to
active GPIIb/IIIa, otherwise prevented by bound fibrinogen secreted by platelets.
Ah samples were analyzed within 6 hours on an Altra flow cytometer (Beckman Coulter,
Inc.) using single-color immunofluorescence staining with saturating concentration of
fluorescence dye-conjugated antibodies. Non-specific labeling was excluded using
appropriately labeled isotype-matched control lgG. Platelets were identified and gated by
their characteristic forward- and side-scatter properties. Twenty thousand platelets were
analyzed from each sample and resuits are presented as the mean fluorescence intensity
(MFI) ofthe entire platelet population to which was subtracted the MFI ofthe isotype
rnatched control IgG.
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Confocal immunofluorescence and imaging
Platelets were prepared as described above, pretreated with antagonist or with vehicle
solution (DMSO 0.1% final concentration) and stimutated with thrombin or collagen for
the appropriate tirne. Platelets were thdn fixed with 2% (v/v) paraformaldehyde in
phosphate buffered saline (PBS), washed twice with PBS and allowed to immobilize on
poly-L-lysine coated coverslips ovemight. Adhered platelets were subsequently blocked
with 2% bovine senim albumin (BSA) for 30 minutes at room temperature and incubated
with wheat germ agglutinin (WGA)-A1exa488 in 1% BSA for 1 hour at room
temperature. Coverslips were then permeabilized with 0.1% Triton X-100 in 2% normal
donkey serum (NDS), incubated with polyclonal anti-PKOE for 3 hours at room
temparature, washed 3 tirnes with PBS and Iabeled with anti-rabbit IgG-A1exa555
secondary antibody for 1 hour at room temperature. Samples were subsequently washed
three times in PBS and rnounted on 0.2 % 1,4-diazobicyclo-[2,2,2]octane (DABCO)
diluted in glycerol (1:5). Z stacks were acquired with a LSM 510 confocal microscope
(Zeiss. Oberkochen, Germany) and save as LSM files. Anti-rabbit (donkey) Alexa 555
(Molecular Probes, Eugene, Oregon, United States) and WGA-Alexa 4$8nm were
visualized using a 543nm Helium-Neon laser and an 488nrn Argon laser respectively. A
IOOx/1.3 Plan-Neofluar objective (Zeiss) was used for magnification. Voxel size is 3Onrn
X 3Onm X I 5Onm (X,Y,Z). Z stacks were deconvolved with the Huygens Pro 2.6.5a
software (Scientific Volume Imaging, Alexanderlaan, Netherlands) using the Maximum
Likelihood Estimation (MLE) algorythm. Signal-to-noise ration was quantified for each
Z stacks and added to the MLE algorythm. We used a point spread functions (PSFs)
derived from z stacks of 15 fluorescent (540-560nrn and 500-5 1 Snrn) beads of 1 7Onm in
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diarneter (Molecular Probes. Eugene, Oregon, United States). Deconvolution was
applied untiÏ the obtention of OE01% quality change threshold (QCT) between iterations.
Deconvolved Z stacks were saved in Tiff files format series and transferred to the LSM
510 software. Six slices thick projections (0.9um total thickness) were produced using the
3-D tool from the LSM51O software and saved in Tiff files format
Data analysis
Ail experiments were performed at least 3 times on different individuals. Results are
presented as mean ± SEM. Comparisons of multiple treatments in the same individuals
were analyzed by repeated measures ANOVA with Bonfenoni t-test, whule treatment
groups composed of different individuals were analyzed by one way ANOVA. Values





PKC; Protein Kinases C
PLC; Phospholipase C
1P3; inosotol-D- 1 ,4,5-triphosphate
DAG; diacylglycerol
PAR Ï; protease-activated receptor 1
PAR4; protease-activated receptor 4
MAPK; mitogen-activated protein kinase
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FIGURE LEGENDS
Figure 1 Collagen-, but flot thrombin-, induced platelet aggregation requÏres
Src, Syk and PLC. Isolated human platelets (250 x 106/rnl) were
preincubated with the different inhibitors for 5 mm, followed by the
addition of collagen (2 ug/mL) or throinbin (0.1 U/mL) and the optical
aggregation response was recorded during 5 min. A) Representative traces
ofthe effects of increasing concentrations ofPPl, Piceatannol, and
U73 122, which selectively inhibit SRC, SyK and PLC, respectively, on
collagen induced platelet aggregation. B) The mean data ofthe
aggregation responses induced by collagen and thrornbin in the absence
(vehicle solution) or presence ofPPl (50 uM), Piceatannol (50 uM), or
U73 122 (5 uM); n=4, * p<0.05 vs control. C) Graph representing the
effect ofU73 122(5 uM) on the activation of integrin uIIbf33, and on P
selectin transiocation to the platelet surface, as assessed by FACS. Resuits
are presented as the relative % of inhibition (n=3. *p<005 vs control).
Figure 2 Collagen-, but flot thrombin-, induced platelet aggregation and
activation ïs PKCÔ dependant. Impact ofPKC-selective isofonn
inhibitors on collagen- (2jig/mL) and thrombin- (0.1U/mL) induced
platelet aggregation and activation. Isolated platelets were pretreated with
the pan-specific PKC inhibitor, Chelerythrin (5 uM); specific inhibitors of
PKCa, HBDDE (lOOuM) and PKCf3, Hispidin (10 uM); the conventional
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PKCa and f3 inhibitor, G56976 (1 0OnM); or the specific PKOE inhibitor,
rottlerin (10 uM) prior to stimulation by collagen or thrombin. A) The
mean data ofthe aggregation response (n=4-7, *13<0.05 vs control). B)
Representative flow cytometry graphs and the mean data showing the
activation state ofplatelet integrin aIIbf33 and P-selectin upon stimulation
by collagen and thrornbin in the presence or absence (control) ofthe PKC
inhibitor, rottlerin (10 uM) (n=3, *p<0.05 vs control).
Figure 3 PKC phosphorylation by collagen and thrombin requires ŒIIbfl3.
Platelets were stirnulated with collagen (2jig/mL) or thombin (0.1U/mL)
for the appropriate time and lysates were subjected to SDS-PAGE,
transferred to nitrocellulose and imrnunoblotted with anti-PKOE antibody.
Measurement of total protein lysates were analyzed with anti-f ilamin A
(ABP-2$0) antibody. A) Tirne-dependant activation of PKŒ by collagen
and thrombin. BI ots are representative of three independent experirnents.
B) Effect ofRottlerin (lOjiM), U73122 (51iM), and Reopro (a aIIbf33
blocking Mab, 100 nM) on PKOE phosphorylation. Blots were analyzed
by densitometry and resutts are depicted as the relative percentage (%) of
phosphorylation (n=4, *p<0•05 vs collagen or thrornbin alone).
Figure 4 cxllb3 is essential for transiocation of PKC6 to ceil membrane.
Platelets were pretreated with the different inhibitors or with vehicle
solution (control), stirnulated for the appropriate time (collagen 2jig/mL; 2
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minutes and thrombin 0.1 U/mL; 1 minute), fixed and adhered on poly-L
lysine. Samples were subsequently permeabilized, incubated with anti
PKOE, stained with anti-rabbit IgG-A1exa555 secondary antibody and
visualized by confocol microcopy immunofluorescence. Data shown are
representative ofthree independent experirnents. Bar = 0.5im.
Figure 5 PKCÔ is involved in PAR-1-, but flot in PAR-4-, induced platelet
aggregation. Role ofPKOE in PAR 1- and PAR4- induced platelet
aggregation and activation. A) Platelets were pretreated with the PKC
inhibitor, rottierin (lOjiM) or the PARi antagonist (SCH79797, ijiM) and
aggregation was induced by the indicatcd agonists. Resuits are presented
as the relative percentage of aggregation (n=4-7, *p<005 vs control). 3)
Platelets were pretreated with the selective PARI antagonist (SCH79797,
1 jiM) and stimctlated as described above, followed by the assessrnent of P
selectin transiocation to the ceil surface by FACS analysis. Resuits are
depicted as the relative percentage ofthe mean fluorescence intensity
(MFI) of positive ceils, (n=3, *p<005 vs control).
Figure 6 Collagen-, but flot thrombin-, induced platelet aggregation and
activation requires the MEK1/2 and ERK1/2 signalling pathway.
Representative traces ofthe aggregation response induced by collagen
(2jig/rnL) (A), and thrombin (0.ÏU/mL) (B) obtained in the presence or
absence (vehicle solution) ofthe MAPK kinase inhibitor, PD98059 (10-50
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tM). Graphs are representative ofmean data shown in C (n=5, * p<O.05
vs control). D) Effect ofPD9$059 on activation ofintegrin a11b3 and E)
P-selectin transiocation to the platelet membrane in response to thrornbin
(0.ÏU/mL) and collagen (2ig/rnL) (n=3, *p<005 vs 0).
Figure 7 Collagen-induced stimulation of PKCÔ triggers activation of the
MEK1/2 and EKRJ/2 signalling pathway. A) Representative blots
showing the time course ofMEK1/2 and ERK1/2 phosporylation in
platelets activated by collagen. B) The effects ofPD98059 (50 uM),
Rottierin (10 uM), U73 122 (5 uM), and Reopro (100 nM) on coflagen
induced phosphorylation ofplatelet MEKÏ/2 and ERKÏ/2. Blots were
analyzed by densitometry and resutts are depicted as the relative
percentage (%) ofphosphoiylation (n=3, *p<O.05 vs collagen alone).
Figure 8 Diagram summarizïng the role of PKC6 in collagen- and thrombin
induced platelet signaling. Collagen-induced platelet activation is
primarily mediated through stimulation of GPVI. GPVI initially triggers
the activation ofthe tyrosine kinases Src and Srk which then
phosphorylate PLC7. The latter subsequently activates PKC and the
MEK!ERK signaling pathway, which is ultimately responsible for the
activation aIIb33 integrin. PAR-l and PAR-4 are the predorninant
thrornbin receptor on the platelet surface. PARs are heterodirneric G-
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coupled receptors and their stimulation lead to the activation of Gaq and
Ga12/13. While Ga12/13 is responsible for the realTangernent ofthe
platelet cytoskeleton, Gaq is manly involved in the activation ofPLC3
and PKCs. In PAR-1 signaling, PKOE, in addition to other PKC isoforrns,
appears to be involved in the activation of aIIbE33 integrin. Collagen- and
thrombin-induced uIIb[33 outside-in signaling is necessary to maintain the
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Il est bien établi aujourd’hui que les PKCs jouent un rôle primordial dans le
contrôle et la régulation de divers mécanismes cellulaires. Dans les plaquettes, plusieurs
isofonries de PKCs sont exprimées, mais leur implication spécifique dans la régulation de
la fonction plaquettaire demeure inconnue. Cette étude avait pour but de caractériser le
rôle des différentes isoformes de PKCs dans l’activation et l’agrégation plaquettaire
induites par des agonistes physiologiques, tels que le collagène et la thrombine. Les
principales trouvailles de cette étude sont comme suit 1) la PKCô est essentielle à
l’activation de l’intégrine aIIbf33 et à l’agrégation plaquettaire au collagène, tandis qu’à la
thrombine, ces fonctions plaquettaires sont médiées par plus d’une isoforme de PKCs, 2)
la PKOE semble être impliquée de manière différentielle dans la signalisation à la
thrombine, où elle ocuupe une place importante dans l’activation à PAR-l mais non à
PAR-4, 3) l’activité enzymatique de la PKOE, telle que mesurée par sa phosphorylation et
sa translocation vers la membrane plasmique suite à l’activation au collagène et à la
thrombine, nous indique que cette isoforme est positivement régulée par l’intégrine
aIIbf33, et 4) la PKOE déclenche l’activation de MEK1/2 et ERK1/2, une voie
signalétique qui semble être essentielle à l’activation de l’intégrine aIIb33 et à
l’agrégation plaquettaire au collagène.
Le collagène est une composante clé de la matrice extracellulaire qui supporte
l’adhésion et l’activation des plaquettes aux sites de lésions vasculaires, via l’intégrine
a2f31 et la GPVI respectivernent.128129 La stimulation de GPVI résulte en l’activation des
tyrosines kinases Src et Syk via la chaîne y du récepteur Fc, ce qui déclenche la
phosphorylation de la PLCyet l’activation subséquente des PKCs. Ici, nous avons
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confirmé l’implication des tyrosines kinases Src et Syk dans l’agrégation plaquettaire au
collagène et non à la thrombine. Par ailleurs, la signalisation plaquettaire au collagène est
totalement dépendante de l’activation de la PLC, tandis qu’à la thrombine, il semble
exister des mécanismes signalétiques indépendants de la PL.C.
Nous avons, par la suite, examiné le rôle des différentes isoformes de PKCs dans
l’agrégation plaquettaire induite au collagène et à la thrombine. À l’aide d’un inhibiteur
des PKCs en général, la chélerythrine, nous avons démontré que l’agrégation induite par
ces deux agonites est PKC-dépendante. Plus particulièrement, au collagène, l’inhibition
de la PKC6 était suffisante pour complètement prévenir l’agrégation plaquettaire, tandis
qu’à la thrombine, ni l’inhibition de la PKC ni des isoformes des PKC conventionnelles
u et f3 n’a affecté ce processus. Ces résultats semblent indiquer que plusieurs isoformes de
PKCs sont impliquées dans la signalisation à la thrombine et que l’inhibition d’une
isoforme de PKCs n’est pas suffisante pour empêcher l’agrégation plaquettaire. II fut
récemment démontré que la PKOE interagit avec la tyrosine kinase Fyn afin de réguler
négativement la sécrétion de sérotonine, le relargage du calcium intracellulaire et
l’agrégation plaquettaire induite à l’alboaggregine.22 Cependant, l’alboaggregine est une
enzyme capable d’activer simulaténement les récepteurs GPVI et GPIb/IX/V. Dans cette
étude, seuls des agonistes physiologiques plaquettaires, telle que le collagène, furent
employés et, ainsi, seuls les mécanismes signalétiques via le récepteur GPVI furent
étudiés. Ainsi, il semble que la PKC occupe une fonction dichotomique dans
l’agrégation plaquettaire, possiblement via des mécanismes de regulation différents reliés
au type de récepteur en question.
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Ayant établi que la PKC est essentielle à l’agrégation plaquettaire au collagène,
nous avons par la suite étudié son implication dans l’activation de l’intégrine aIIbf33 et
dans la translocation de la P-sélectine vers la membrane plasmique suite à la stimulation
plaquettaire au collagène et à la thrombine. Tel que prévu, l’inhibition de la PKC a
totalement prévenu l’activation de l’intégrine aIIbf33, ce qui explique l’incapacité des
plaquettes à agréger en présence du rottlerin. La PKOE semble aussi être impliqué dans
l’activation de Ï’intégrine aIIbE33 à la thrombine, puisque son inhibition atténue
considérablement l’activation de cette molécule d’adhésion. Le fait que l’inhibition de la
PKOE n’affecte aucunement l’agrégation plaquettaire à la thrombine, même en absence
d’une quantité significative de molécules d’aIIb33, nous indique qu’il existe un seuil
d’expression de ce récepteur requis pour médier l’agrégation plaquettaire et qu’au-dessus
de ce seuil, les plaquettes peuvent normalement agréger. Quant à la P-sélectine, un
marqueur des granules alpha, il a été démontré que sa translocation vers la membrane
plasmique est dépendante des PKCs142’144”45. Toutefois, l’inhibition de la PKC, à elle
seule, ne semble pas être suffisante pour empêcher ce phénomène; l’inhibition totale de
l’activation de la P-sélectine induite au collagène et à la thrombine ne fut observée qu’en
présence de fortes concentrations de rottierin (lOOuM), où les isoformes i, Ç, and sont
affectées (data tiot shown). Ces résultats nous indiquent que l’activation de l’intégrine
ciIIbl33 et la translocation de la P-sélectine vers la membrane plasmique sont des
phénomènes qui sont médiés par des mécanismes signalétiques distincts.
La phosphorylation des PKCs est un mécanisme de régulation essentiel à
l’activation complète de l’enzyme. Quelques études ont démontré la phosphorylation de
la PKC suite à l’activation plaquettaire à la thrombine, à la convuixine et à
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Ï’alboaggregine2123387, mais la phosphorylation de cette isofonne au collagène ne fut pas
encore caractérisée. Tel que prévu, la PKC fut phosphorylée par le collagène et par la
thrombine. Cependant, la thrombine semble activer celle-ci plus rapidement que le
collagène, 30 secondes pour la thrombine comparativement à 60 secondes pour le
collagène, et ces cinétiques de phosphorylation coïncident parfaitement avec le temps
requis pour initier l’agrégation plaquettaire à ces deux agonistes. L’inhibition de la PLC
empêcha la phosphorylation de la PKOE au collagène, ce qui nous indique que son
activation requiert la participation de la PLC. Par contre, l’inhibition de la PLC n’a pas
complètement prévenu la phosphorylation de la PKC par la thrombine, soulignant la
présence d’un mécanisme d’activation de la PKC indépendnant de la PLC.
Effectivement, les PKCs peuvent aussi être activées par des composantes lipidiques
membranaires, comme les acides gras et les lysophospholipides.27928’ Ces produits
dérivent essentiellement des membranes cellulaires et sont catalysés par la PLA2. Le
rottlerin est un inhibiteur spécifique de la PKC, mais il ne fut efficace qu’à inhiber la
phosphorylation de la PKŒ induite au collagène et non à la thrombine. Le groupe de
Murugappan et aï. a récemment démontré que le rottlerin inhibe la phosphorylation de la
PKC et il conclue que ce produit affecte la phosphorylation du domaine catalytique de la
kinase.23 Toutefois, dans cette dernière étude, le rottlerin affecte considérablement plus la
phosphorylation de la PKOE induite à la convulxine (activateur de GPVI) que celle
induite par les peptides SFLLRN et AYPGKf (activateurs de PAR-l et PAR-4
respectivement). Dans notre étude, nous concluons que le rottÏerin n’affecte pas
directement le site de phosphorylation de la kinase ou que cette isoforme de PKC peut
être activée même en présence de cet inhibiteur. Puisque les résultats de phosphorylation
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ont parfaitement corrélé avec ceux des agrégations et d’activation obtenus dans la
première partie de l’étude, nous avons soulevé l’hypothèse que la PKC pourrait être
positivement régulée par l’intégrine a11b133. Afin de valider cette hypothèse, nous avons
démontré que le Reopro, un anticorps qui bloque la liaison du fibrinogène et empêche
ainsi toute signalisation outsine-in qui découle de ce récepteur, prévient complètement la
phosphorylation de la PKC par le collagène et par la thrombine, ce qui suggère que
l’intégrine u11b133 est activement impliquée dans la régulation de cette isoforme de PKC.
L’intégrine a11b133 serait donc impliquée dans le maintien et le soutien de l’activité de
phosphorylation de la PKOE. Ainsi, lorsque la PKC serait activée, eLle
déphosphorylerait rapidement. mais l’activation subséquente de I’intégrine aIIbf33 et la
liaison au fibrinogène déclencheraientt des voies signalétiques impliquées dans le
maintien de l’activité de la PKOE. Puisque le rottierin ne prévient pas complètement
l’activation de l’intégrine aIIbf33 par la thrombine, nous pouvions ainsi détecter la
phosphorylation de cette isoforme de PKC. Moussazadeh et al. ont démontré que la
phosphorylation de la PKC6 à la thrombine est indépendante de l’activation de l’intégrine
aIIbf33. Par contre, les investigateurs de cette étude ont travaillé avec de très fortes
concentrations de thrombine (5 U/mL) et il s’avère fort possible qu’à ces concentrations,
la PKC déphosphoryle beucoup plus rapidement, ce qui permettrait ta détection d’une
quelconqtie phosphorylation. même en absence d’ a1Ib3 fonctionnel. Dans cette étude,
nous concluons que la PKC est activée indépendamment de l’intégrine aIIbf33
(l’activation de la PKC précède celle de l’intégrine aIIbf33), mais qu’elle est toutefois
régulée par cette dernière. Ce phénomène de régulation pourrait possiblement être
impliqué dans ]a solidification et l’ilTéversibilité de l’agrégat plaquettaire.
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L’activation des PKCs est généralement associée à la transiocation des PKCs du
cytosol à la membrane plasmique et ce phénomène peut être employé comme marqueur
de l’activation des PKCs. Les résultats de translocation de la PKC suite à l’activation au
collagène et à la thrombine ont confirmé les observations de phosphorylation obtenues
antérieurement et supporte le rôle de l’intégrine aIIbf33 dans la régulation de la PKC.
Puisque la PKOE n’est pas requise pour l’agrégation plaquettaire à la thrombine,
nous avons, par la suite, évalué le rôle de cette isoforme dans la signalisation à PAR-l et
à PAR-4. Les résultats obtenus nous indiquent que la PKOE est impliquée dans
l’activation plaquettaire à PAR-l et non à PAR-4, et que lorsque le deux récepteurs sont
activés, tel qu’observé par des concentrations de thrombine de 0.1 U/mL, le rôle de la
PKC dans la signalisation à PAR-l est masqué et devient moins important, de par la
participation des autres isoformes de PKCs, soit celles impliquées dans la signalisation à
PAR-4.
Puisque la voie des MAPKs est généralement impliquée dans la signalisation des
PKCs, nous avons étudié le rôle des MAPKs, MEK1/2 et ERKÏ/2, dans l’activation et
l’agrégation plaquettaire au collagène et à la thrombine. Il a été démontré que la
stimulation plaquettaire à l’aide d’agonistes physiologiques, tels que la thrombine et le
collagène, déclenche l’activation de cette cascade signalétique.38839° Par contre, le rôle
exact des MAPK dans la fonction plaquettaire demeure encore mal caractérisé. Dans
cette étude, nous avons démontré que l’activation de l’intégrine uIIbÇ33, la transiocation
de la P-sélectine et l’agrégation plaquettaire au collagène, et non à la thrombine, sont
dépendants des MAPK. Ces résultats sont en accord avec une étude précédente qui
indique que la MEKY/2 est impliquée dans la réponse plaquettaire au collagène, sans être
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importante dans celle à la thrombine ou au U466 939 De plus, nous avons démontré que
la phosphorylation de MEK1/2 et de ERKY/2 dépend de l’activation de la PKOE, ce qui
nous indique que la voie des MAPK est en aval de la PKCê. Par ailleurs, l’inhibition de
l’intégrine ŒIIbE33 ne semble pas vraiment affecter la phosphorylation de ces deux
kinases, ce qui nous indique que la PKOE peut activer ces effecteurs en aval, même en
absence de l’intégrine aIIbf33.
En conclusion, cette étude caractérise le rôle de la PKCê dans la signalisation
plaquettaire, en soulignant son importance dans l’activation et l’agrégation plaquettaire
au collagène et à PAR-l. Les principaux résultats de cette étude nous indique que 1) la
PKOE est essentielle à l’activation de l’intégrine ulib3 et à l’agrégation plaquettaire au
collagène, tandis qu’à la thrombine, ces fonctions plaquettaires sont médiées par plus
d’une isoforme de PKCs, 2) la PKOE semble être impliquée de manière différentielle
dans la signalisation à la thrombine, où elle ocuupe une place importante dans l’activation
à PAR-l mais non à PAR-4, 3) l’activité enzymatique de la PKOE, telle que mesurée par
sa phosphorylation et sa translocation vers la membrane plasmique suite à l’activation au
collagène et à la thrombine, nous indique que cette isoforme est positivement régulée par
l’intégrine Œflb33, et 4) la PKOE déclenche l’activation de MEK1/2 et ERKÏ/2, une voie
signalétique qui semble être essentielle à l’activation de l’intégrine ŒIIb33 et à




Dans l’optique que la PKC occupe un rôle fondamental dans la physiologie
plaquettaire, il serait intéressant d’étudier son implication dans un système in vivo. À
l’aide d’un modèle transgénique de souris déficientes en PKC, nous pourrions, d’une
part, confirnier le rôle de cette isofonrie dans les mêmes systèmes in vitro et, d’autre part,
évaluer in vivo (chez ces souris) l’adhésion ferme et la fonation du thrornbus
plaquettaire aux sites de lésions artérielles.
Par ailleurs, il serait aussi pertinent de caractériser les mécanismes signalétiques
par lequels l’intégrine aIIbf33 régule l’activité de la PKC& Ces mécanismes pourraient
sensiblement ressembler à ceux impliqués dans la signalisation classique outside-in de
I’intégrine Œ11b133 ou possiblement différer à certains niveaux.
Finalement, les PKCs interagissent avec plusieurs partenaires signalétiques afin
d’activer leurs affecteurs en aval et il serait donc intéressant de caractériser les différentes
protéines d’interaction de la PKC dans la signalisation et la fonction plaquettaire au
collagène et à la thrombine.
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